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Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der differenziellen Wirkung von Kohlen-
stoffionen (12C) gegenüber einer Photonenbestrahlung in vivo anhand von drei verschie-
denen Sublinien des syngenen Prostata- Adenokarzinoms (PCa) R3327 (AT1, HI und H) der 
Ratte sowie die Identifizierung Tumor- assoziierter Einflussfaktoren auf die Strahlenreaktion. 
Subkutane PCa- Tumore in Ratten wurden mit Photonen bzw. 12C- Ionen (75 keV/ µm) unter 
Verwendung aufsteigender Einzel- (1 Fx) bzw. Zweifachdosen (2 Fx) bestrahlt. Primärer 
Endpunkt war die lokale Tumorkontrolle nach 300 Tagen. Basierend auf Dosis- Wirkungs-
kurven (DWKs) wurde mittels TCD50 (Dosis für 50% Tumorkontrollwahrscheinlichkeit) die 
relative biologische Wirksamkeit (RBW) von 12C- Ionen berechnet. Zusätzlich wurden 
Untersuchungen durchgeführt, um mögliche Kohlenstoffionen- spezifische Mechanismen der 
Strahlenreaktion zu identifizieren. Hierzu wurden in vivo tumor-physiologische Verände-
rungen, strukturelle und funktionelle Bestrahlungseffekte auf histologischer Ebene, strahlen-
bedingte Einflüsse auf die Genexpression sowie Tumorsubpopulationen mit Tumor- indu-
zierenden Eigenschaften untersucht. 
Für 12C- Bestrahlungen mit 1 Fx bzw. 2 Fx ergab sich eine RBW von 1,62 (H), 2,08 (HI) und 
2,3 (AT1) bzw. 1,9 (H), 2,1 (HI) und 2,67 (AT1). Bestrahlungen mit isoeffektiven Dosen 
zeigten für Photonen und 12C- Ionen unterschiedliche Kinetiken der strahleninduzierten 
Effekte. Mittels Magnetresonanztomographie (MRT) und Histologie wurde im Vergleich zu 
Photonen eine schnellere und stärkere Gefäßpermeabilisierung durch 12C- RT festgestellt. 
Nach Bestrahlung wurden DNA- Reparaturmechanismen, Immunsystemkomponenten und 
Migration induziert, dagegen die Zellzyklusprogression, Adhäsion, Angiogenese und der 
aerobe Stoffwechsel reprimiert. Insbesondere die zeitliche Induktion von Signalkaskaden, 
Apoptose und Stressantworten zeigte sich abhängig von der Strahlmodalität. In den HI- und 
H-Sublinien wurden CD24+/CD45- Zellen als Tumor- induzierende Zellen (TICs) in vivo 
identifiziert und alle drei Sublinien in vitro durch Zellkulturetablierung weiteren molekular-
biologischen Analysen zugänglich gemacht. 
Schlussfolgernd ergibt sich, dass 12C- RT besonders für undifferenzierte Tumore geeignet ist, 
da die RBW für den radioresistenten, anaplastischen AT1-Tumor am höchsten war und sich 
mit zunehmender Differenzierung verringerte. Ursache hierfür ist, dass die TCD50- Werte für 
12C- Ionen weniger abhängig vom Differenzierungsstatus sind, als bei Photonen- RT. 12C- 
Ionen inaktivieren Tumorzellen und Normalgewebsanteile sowie Gefäßstrukturen schneller 
und effektiver als Photonen. Die strahleninduzierte Genregulation nach Photonen- und 12C- 
RT betrifft ähnliche Funktionen, aber der zeitliche Verlauf variiert besonders in DNA- 
Reparaturmechanismen und Signalwegen des Zellüberlebens. Da CD24+/CD45- - Zellen in 
H- und HI-Tumoren als TICs identifiziert wurden, impliziert der unterschiedliche Einfluss von 
12C- und Photonen- RT auf die CD24- Expression einen ersten Hinweis auf differenzielle 
Effekte der beiden Strahlmodalitäten auf putative Prostatakrebsstammzellen. 
X  Summary 
 
Summary 
The aim of this study is to characterize differential effects after carbon ion (12C) relative to 
photon irradiations in vivo in three different sublines of the syngeneic rat prostate 
adenocarcinoma (PCa) R3327 (AT1, HI, and H) as well as to identify tumor specific influence 
factors of the radiation response. 
Subcutaneous PCa tumor fragments in rats were irradiated with single (1 Fx) or split (2 Fx) 
doses of photons or carbon ions (75 keV/ µm), respectively. Primary endpoint was local 
tumor control after 300 days. Based on dose-response curves, the TCD50- values (dose at 
50% tumor control probability) were used to calculate the relative biological effectiveness 
(RBE) of carbon ions. Additionally, potential carbon ion specific irradiation effects were 
studied. For this, in vivo tumor-physiological changes, structural and functional radiation- 
induced effects of gene expression as well as tumor subpopulations with tumor-inducing 
properties were investigated. 
For 12C- irradiations with 1 Fx or 2 Fx, the RBEs were 1.62 (H), 2.08 (HI) and 2.3 (AT1) and 
1.9 (H), 2.1 (HI) and 2.67 (AT1), respectively. Isoeffective irradiation with photons and 12C- 
ions showed different kinetics of the radiation response. Magnetic resonance imaging (MRI) 
and histology showed a faster and stronger increase of tumor vessel permeability after 12C- 
irradiation compared to photons. After irradiation, DNA-repair mechanisms, immune system 
components and migration were induced, in contrast cell cycle progression, adhesion, 
angiogenesis, and the aerobic metabolism were downregulated. Especially, the kinetics of 
signaling cascades, apoptosis and stress-response were dependent on irradiation modality. 
In HI- and H-tumors CD24+/CD45- cells were identified as tumor inducing cells (TICs) in vivo. 
All three sublines were established under cell culture conditions to enable further molecular 
biological analyses. 
In conclusion, 12C- irradiation is especially effective for undifferentiated tumors, as the highest 
RBE was found for the radioresistant anaplastic AT1-tumor which decreased with increasing 
differentiation level. This is caused by the fact that TCD50- values for carbon ions are less 
dependent on differentiation level as compared to photons. Carbon ions inactivated tumor 
cells and normal tissue as well as vessel structures faster and more effectively than photons. 
Radiation induced gene regulation affects similar functions for both radiation modalities, 
however, temporal characteristics vary, especially for the induction of DNA-repair 
mechanisms and survival signaling cascades. As CD24+/CD45- cells in H- and HI-tumors 
were identified as TICs, the distinct effect of photon- and 12C- irradiation on CD24- 
expression suggests a possible beam quality dependent differential impact on putative 




1.1 Radiotherapie bei Prostatatumoren 
Prostatakrebs ist bei Männern mit 22% europaweit die häufigste Krebserkrankung, allein in 
Deutschland gibt es jährlich 71.000 Neuerkrankungen [1]. Insbesondere in industriell 
entwickelten Ländern wie Deutschland oder den USA ist die Inzidenzrate mit über 82 pro 
100.000 Männer deutlich höher als weltweit (28/ 100.000 Männer). Ursache hierfür ist v.a. 
das verstärkte PSA- Screening in Deutschland gegenüber Entwicklungsländern, weshalb 
zwar die Inzidenzraten, aber nicht die Mortalitätsraten stark variieren. Lediglich 6,5% weltweit 
bzw. 10,5% deutschlandweit aller Krebserkrankten sterben an einem Prostatakarzinom. Die 
5-Jahres-Prävalenz liegt in Deutschland bei 37,9%. Als 5- Jahres- Prävalenz wird dabei die 
Zahl der zu einem bestimmten Zeitpunkt (hier 31.12.2008) lebenden Personen, die innerhalb 
der letzten 5 Jahre (d.h. zwischen 2004 und 2008) neu an Prostatakrebs erkrankt sind, 
bezeichnet [2]. 
Die Behandlungsmöglichkeiten von Prostatakrebs bestehen, abhängig vom Erkrankungs-
stadium, aus Radiotherapie (RT), Operation, Hormontherapie und Chemotherapie oder einer 
Kombination dieser [3,4]. Aggressive Formen des Prostatakarzinoms bilden v.a. 
Knochenmetastasen und zeichnen sich durch eine Verschiebung von einer Androgen-
Abhängigkeit zu einer Androgen-Unabhängigkeit aus [5]. Deshalb kann bei aggressiven 
Formen meist keine anti-hormonelle Therapie eingesetzt werden[4]. 
Der Vergleich zwischen verschiedenen Patienten als auch innerhalb ein und desselben 
Tumors zeigt, dass das Prostatakarzinom (PCa) ein sehr heterogenes System ist. Zur 
Diagnose wird daher auch die morphologische Charakteristik der primär und der am 
zweithäufigsten vorherrschenden Zellpopulation des Prostatakarzinoms genutzt. Dieser 
diagnostische Wert wird als Gleason Score bezeichnet. Darüber hinaus ist die Expression 
verschiedener Differenzierungsmarker (z.B. Androgenrezeptor [AR], Prostata-spezifisches 
Antigen [PSA], Prostata-spezifisches Membranantigen [PSMA], Zytokeratine…) innerhalb 
eines Tumors sehr heterogen [3]. Diese Heterogenität kann zum Einen darauf zurückgeführt 
werden, dass mit luminalen, basalen und neuroendokrinen Prostatazellen bereits eine hohe 
intrinsische Variabilität vorliegt. Andererseits entsteht zusätzlich zur genetischen Variabilität 
der Prostatakrebszellen aufgrund des Zusammenspiele mit dem Mikromilieu auch noch eine 
phänotypische Variabilität [5,6]. 
PCa- Patienten werden in Niedrig-, Mittel- und Hochrisiko- Gruppen eingeteilt [7]. Nach den 
Leitlinien [8] werden alle Patienten mit einem Tumor ≥ T3c (TNM- Klassifikation [9]) oder 
Gleason Score zwischen 8-10 oder einem PSA-Wert > 20 ng/ ml in die Hochrisiko- Gruppe 
eingestuft. Bei einem erheblicher Teil dieser Patienten wird die Prostata operativ entfernt 
und / oder mit externer Photonen- Bestrahlung therapiert [7]. Die interne Bestrahlung durch 
Implantation von sogenannten seeds (verkapselte Strahlungsquellen, Brachytherapie) wird 
meist nur bei langsam wachsenden Tumoren durchgeführt.  
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1.2 Bestrahlung mit Kohlenstoffionen (12C) 
Eine Alternative zur konventionellen Strahlentherapie mit Photonen [10] stellt die 
Bestrahlung mit Ionen dar. Ionen weisen im Vergleich zu Photonen eine durch ihre Energie 
festgelegte Reichweite, verbunden mit einem „invertiertem Tiefendosisprofil“, auf (Abb. 1). 
 
Abb. 1: Tiefendosisprofil für Kohlenstoffionen [11]. Die Position des Tumors im spread-out Bragg-
peak, SOBP) ist eingezeichnet. Es wird als inverses Tiefendosisprofil bezeichnet, da die Dosis mit 
zunehmender Eindringtiefe zunimmt. Der LET nimmt zum Ende der Reichweite der Ionen stark zu. 
 
Dieses Tiefendosisprofil zeigt für einen mono-energetischen Strahl eine geringe Dosis im 
Eingangsbereich (Plateau), die zum Ende der Reichweite stark ansteigt und nach dem 
sogenannten „Bragg-Peak“ wieder abfällt. Das gesamte Tiefendosisprofil wird auch als 
Bragg-Kurve bezeichnet. Durch Überlagerung von Ionen verschiedener Energien kann der 
Bragg-Peak aufgeweitet werden und man erhält einen sogenannten spread-out Bragg-Peak 
(SOBP), mit dem die Bestrahlung des Tumors dann durchgeführt wird. Durch Anpassung der 
longitudinalen und lateralen Ausdehnung des SOBPs können Tumore hochkonform unter 
optimaler Schonung des umliegenden Normalgewebes bestrahlt werden. 
Bereits vor über 30 Jahren wurden die ersten PCa- Patienten in den USA mit 
Protonentherapie behandelt [12]. Die Bestrahlung mit Protonen ist eine Form der 
Ionentherapie mit niedrigem linearem Energietransfer (LET) und erlaubt eine geometrisch 
äußerst präzise Bestrahlung des Tumors bei gleichzeitiger sehr guter Schonung des 
umliegenden Normalgewebes. Der Parameter LET beschreibt hierbei wie viel Energie die 
Partikel pro Wergstrecke im Gewebe deponieren und wird in keV/ µm angegeben. 
Neben Protonen werden in der Ionentherapie auch schwerere Ionen, wie z.B. 
Kohlenstoffionen (12C6+) eingesetzt. Kohlenstoffionen weisen ein vergleichbares 
Tiefendosisprofil wie Protonen auf. Im Unterschied zu Protonen steigt der LET allerdings von 
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sehr geringen Werten im Plateau zu stark erhöhten Werten am Ende der Reichweite an 
(Abb. 1). Dieser Anstieg des LETs führt bei gleicher Dosis (gemessen in Gray (Gy)) zu einer 
Verstärkung der biologischen Wirkung. Da der LET v.a. im SOBP ansteigt, findet die 
Wirkungsverstärkung v.a. im Tumor und weniger in den umliegenden Normalgeweben statt, 
so dass man eine Verbesserung des Tumoransprechens erwartet [13].  
Da die Wirkungsverstärkung neben physikalischen Parametern wie LET, Dosis oder 
Ionensorte auch von den genauen biologischen Eigenschaften des bestrahlten Tumor- und 
Normalgewebes abhängt, wird zur Berechnung der Wirkungsverstärkung ein 
biomathematisches Modell benötigt [14,15]. Ergebnis dieser Berechnung ist die sogenannte 
relative biologische Wirksamkeit (RBW) der Ionen in Relation zu einer konventionellen 
Photonenbestrahlung. Diese Modelle müssen in experimentellen und klinischen Studien 
validiert werden. Darüber hinaus ist der klinische Vorteil von Schwerionen gegenüber 
Photonen noch nachzuweisen. Wegen der starken Abhängigkeit von biologischen Faktoren, 
kann ein solcher Vorteil von der Kombination von Tumortyp, Stadium und Art des 
umliegenden Normalgewebes abhängen. 
Schwerionenbestrahlungen wurden erstmals am Lawrence-Berkley-Laboratory (Kalifornien, 
USA) durchgeführt [16] und erfolgen seit 1994 in Japan [17,18] und seit 1997 auch in 
Deutschland [19-21]. In Deutschland wurden die ersten Schwerionenbestrahlungen zunächst 
am Helmholtz- Zentrum für Schwerionenforschung (GSI, Darmstadt) vorgenommen [21] und 
werden seit 2009 am Heidelberger Ionenstrahl- Therapiezentrum (HIT) fortgeführt [19,20]. 
Inzwischen wurden weitere Anlagen in Betrieb genommen (z.B. Pavia, Gunma, Kyoto) und 
einige weitere Anlagen befinden sich im Aufbau (Hyogo, Mailand [22,23]). 
Klinische Studien in Japan und Deutschland haben bereits die Wirksamkeit und Sicherheit 
der 12C- RT für verschiedene Tumorentitäten nachgewiesen [19,24-27], besonders für 
Schädelbasistumore sind herausragende lokale Kontrollraten bei gleichzeitig geringer 
Toxizität publiziert worden [20,28-30]. Allerdings fehlt derzeit die Bestätigung, dass 12C- RT 
der Protonentherapie überlegen ist [13,27]. Deshalb wurden bereits neue teilweise 
randomisierte klinische Studien initiiert [31-37]. In Japan wurden bereits klinische Studien für 
die Etablierung eines Fraktionierungsschemas mit 12C- RT für Prostatatumore durchgeführt 
[38]. 
Am HIT erfolgt die Berechnung der RBW mit Hilfe von Version I des „Local Effect Models“ 
(LEM I) [14]. Während dieses Modell in den letzten Jahren basierend auf experimentellen 
Daten weiterentwickelt wurde (LEM II- IV, [39,40]), wird in der klinischen Anwendung 
weiterhin die Version I eingesetzt. Obwohl bereits einige Studien zur Validierung des LEM 
durchgeführt wurden [39,41-44], sind hier weitere Anstrengungen erforderlich. Dies erfordert 
neben der Auswertung klinischer Daten [41] insbesondere quantitative präklinische 
Untersuchungen am Tiermodell [45]. 
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1.3 Wirkung von Kohlenstoffionen in Tumoren 
Generell kann ein therapeutischer Nutzen für den Patienten nur angenommen werden, wenn 
die RBW im Tumor höher ist als im Normalgewebe. Neben der Untersuchung der 
Strahlenwirkung in Normalgeweben [45-47] ist es daher sehr wichtig den Einfluss Tumor-
 assoziierter Faktoren auf die RBW zu untersuchen. 
Zurzeit liegen nur sehr wenige Daten zur RBW von Tumoren für 12C- Ionen vor. In einer 
frühen Studie berechneten Tenforde et al. [48] RBW- Werte für Rhabdomyosarkome nach 
12 und 80 keV/ µm 12C- RT. Takahashi et al. [49] bestimmten eine RBW von 2,02 für 
Einzeitbestrahlungen von 70 keV/ µm in einem murinen ESO-2 Ösophagustumor. Ein 
größerer Datensatz wurde von Koike et al. [50] für ein murines NFSa Fibrosarkom Modell, 
das mit bis zu 6 Fraktionen (Fx) bestrahlt wurde, publiziert. Die Autoren stellten eine starke 
LET- Abhängigkeit fest. Kürzlich wurde von unserer Arbeitsgruppe die RBW des 
anaplastischen murinen Prostatatumors R3327-AT1 [51] bei 75 keV/ µm für 1, 2 und 6 Fx 
12C- RT publiziert [52]. Diese Daten zeigen ebenfalls eine starke Abhängigkeit der RBW vom 
LET sowie eine moderate Abhängigkeit von der Dosis pro Fraktion. Bei gleichem LET ergab 
sich eine ähnliche Dosisabhängigkeit wie bei Koike et al. Dennoch ist es schwierig diese 
Ergebnisse zu vergleichen, da verschiedene Tumorsysteme und unterschiedliche Endpunkte 
verwendet wurden. Die Identifikation des Einflusses tumorspezifischer Parameter auf die 
RBW ist daher schwierig. 
Neben der klinisch- phänomenologischen Ebene zeigen sich die Unterschiede zwischen 
einer 12C- und Photonen- RT auch auf einer mikroskopisch-mechanistischen Ebene. Bei 
allen Bestrahlungen beruht die Zerstörung der Tumorzellen hauptsächlich auf der 
Entstehung von DNA- Doppelstrangbrüchen, einerseits durch direkte Ionisation der DNA und 
andererseits durch Radikalbildung über die Ionisation von Wassermolekülen [53]. Bedingt 
durch die fokussierte Energiedeposition von hoch-LET Bestrahlung (z.B. 12C) ist der 
entstandene DNA- Schaden komplexer, räumlich geclustert und schwieriger zu reparieren 
[54,55]. Dadurch verlangsamt sich die DNA- Reparatur und es kommt zu einer erhöhten 
Zellinaktivierung, welche weniger abhängig vom p53-Status, dem Zellzyklusstatus und der 
Oxygenierung ist, als bei Bestrahlung mit Photonen [56-59]. 
Darüber hinaus induziert Bestrahlung noch weitere sogenannte „nicht- zielgerichtete“ Effekte, 
wie z.B. Mutationen, Chromosomenaberrationen, Regulation der Genexpression, 
Immunreaktionen oder Bystander- Effekte [60]. Bisher wurden die immunregulatorischen 
Effekte nach hoch-LET Bestrahlung kaum untersucht. Es wird aber angenommen, dass die 
Regulierung von Immunkomponenten einen großen Einfluss auf die erhöhte Wirksamkeit von 
hoch-LET Bestrahlung hat. Die Regulation der Genexpression nach 12C- RT ist äußerst 
komplex und kaum untersucht. Es konnte aber bereits ein Einfluss auf die Stressantwort und 
die Zell- Zellkommunikation [61,62] sowie eine Induktion des NFκB- Signalweges 
nachgewiesen werden [63]. Außerdem ist im Falle von soliden Tumoren nicht nur die 
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Inaktivierung der Tumorzellen von großer Bedeutung, sondern auch die Neovaskularisierung 
nach Bestrahlung bzw. das Abtöten von Gefäßstrukturen [64,65]. 
Da die Tumorreaktion nach Bestrahlung auch von intrinsischen Tumor- spezifischen 
Eigenschaften bestimmt wird, ist eine Untersuchung der Abhängigkeit von 12C- RT auf diese 
Faktoren von hoher Bedeutung. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit das gut 
charakterisierte, spontan entstandene Dunning R3327 Prostatatumormodell für die 
Untersuchung von funktionellen und strukturellen Unterschieden nach Photonen- und 12C- 
RT genutzt [66]. Dieses Prostatakarzinom besteht aus verschiedenen Sublinien, die von 
wenig malignen, stark differenzierten und Androgen-abhängigen langsam wachsenden 
Tumoren bis hin zu schnell proliferierenden, anaplastischen, stark malignen Tumoren 
reichen. Außerdem ergibt sich je nach Gefäßstruktur ein unterschiedlicher Hypoxie-Status 
sowie eine variable Neigung zur Metastasierung [67]. Damit decken die verschiedenen 
Sublinien das gesamte Spektrum an klinisch relevanten humanen Prostatakarzinomen ab. 
Neben der unmittelbaren Bedeutung dieser Untersuchungen für die Behandlung des 
humanen Prostatakarzinoms, kann das Tumorsystem auch ganz allgemein als Modell für die 
Untersuchung der Strahlenreaktion von Tumoren nach einer 12C- RT herangezogen werden. 
Alle bisher etablierten Prostatakrebszelllinien wurden aus Metastasen von stark 
fortgeschrittenen Prostatakrebspatienten isoliert und spiegeln aufgrund ihrer hohen 
Proliferation und ihrer Histologie nicht das breite Spektrum an Heterogenität wider [68,69].  
Dagegen sind beim Dunning R3327 Modell alle Sublinien bereits intensiv genetisch, 
biochemisch und histologisch charakterisiert [66]. Darüber hinaus liegen für das System 
Erfahrungen für verschiedene radiotherapeutische und kombinierte Behandlungen vor 
[11,52,70]. Dabei zeigte sich unter anderem, dass Metastasierung und Rezidivbildung nach 
erfolgter Behandlung durch bestimmte bisher nicht näher definierte Subpopulationen, die die 
Therapie überleben, geprägt werden. Solche Subpopulationen könnten Stammzelleigen-
schaften, wie z.B. Selbsterneuerungskapazität, Tumor- induzierende Eigenschaften, keine 
oder sehr geringe Proliferation, erhöhte Reparaturkapazität [71] und hochregulierte 
Verteidigungsmechanismen [72] aufweisen. Allerdings ist bisher nicht klar, in welchem 
Ausmaß diese Eigenschaften den therapeutischen Nutzen einer Strahlentherapie 
beeinflussen. 
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Zielsetzung 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der differenziellen Wirkung von 
Kohlenstoffionen gegenüber einer Photonenbestrahlung in vivo anhand von drei 
verschiedenen Sublinien des syngenen Prostatakarzinoms R3327 der Ratte sowie die 
Identifizierung von Tumor- assoziierten Einflussfaktoren auf die Strahlenreaktion. Dabei 
gliedert sich die Arbeit in zwei Teile. 
Im ersten Teil sollten zunächst ergänzend zu den bereits vorliegenden Daten für die 
anaplastische Sublinie AT1 [11,52], zwei weitere differenzierte Sublinien (H und HI) des 
gleichen Prostatakarzinoms hinsichtlich ihrer Strahlentoleranz nach 12C- und Photonen- RT 
untersucht werden. Ziel war es anhand von Dosis-Wirkungskurven klinisch relevante 
Parameter, wie die relative biologische Wirksamkeit (RBW) als Funktion der Dosis pro 
Fraktion für den Endpunkt lokale Tumorkontrolle nach 300 Tagen, zu bestimmen. Hierdurch 
kann die Abhängigkeit der RBW von tumorspezifischen Eigenschaften, wie Volumen-
verdopplungszeit und Differenzierungsstatus, beurteilt werden. Diese Informationen sind von 
hoher klinischer Relevanz, da sie Aufschluss darüber geben können, für welche Tumortypen 
und Differenzierungsstadien die 12C- RT besonders aussichtsreich ist. 
Im zweiten Teil der Arbeit sollten die zugrundeliegenden Mechanismen vergleichend für 
Photonen- und 12C- RT genauer untersucht werden. Aufbauend auf den zuvor beschriebenen 
Studien liegt der Fokus auf den folgenden vier Themenbereichen: 
• Tumorphysiologische Veränderungen in vivo mittels nicht- invasiver Techniken 
(Ultraschall und MRT) 
• Strukturelle und funktionelle Bestrahlungseffekte auf histologischer Ebene 
(Proliferation, DNA- Reparatur, Gefäßveränderungen) 
• Strahlenbedingte Einflüsse auf die Genexpression 
• Identifikation von Tumorsubpopulationen mit Tumor- induzierenden Eigenschaften in 
unbehandelten Tumoren als Voraussetzung für eine spätere Untersuchung des 
differenziellen Effekts von Photonen- und 12C- RT auf die Inaktivierung von Tumor- 
induzierenden Zellen (TICs) in vivo 
Mit den durchgeführten Untersuchungen sollte die Strahlenreaktion der untersuchten 
Tumorsublinien für klinisch relevante Bedingungen charakterisiert und mögliche Wirk-
mechanismen aufgezeigt werden. 
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2. Material und Methoden 
2.1 Narkose und allgemeine Tierhaltungsbedingungen 
Alle Tierversuche wurden im Zentralen Tierlabor (ZTL) des Deutschen Krebsforschungs-
zentrums (DKFZ, Heidelberg) gemäß den nationalen Tierschutzbestimmungen durchgeführt. 
Die aufgeführten Tierexperimente wurden vom Regierungspräsidium Karlsruhe genehmigt 
(G 171/09, G 182/11, G 43/11). 
Die Transplantation von Tumoren und alle weiteren chirurgischen Eingriffe, die i.v. 
Applikation von Substanzen sowie die MRT-Untersuchungen wurden mit 2% Isofluran 
(Baxter, Unterschleißheim) Inhalationsnarkose und 2 l/ min Sauerstoff durchgeführt. Bei allen 
Bestrahlungen und bei den Ultraschalluntersuchungen wurden die Tiere mit einem Gemisch 
aus 2,5% Sevofluran (Abbott, Wiesbaden) und 2,4 l/ min Sauerstoff (Guttroff GmbH, 
Wertheim-Reicholzheim) narkotisiert. Die Tierhaltung erfolgte in klimatisierten Käfigen (IVC- 
Haltung) mit gesteuerter Lichtregulierung sowie Futter und Wasser ad libitum. 
 
 
2.2 Das syngene Prostata-Adenokarzinom R3327 
Aus einem 1961 spontan entstandenen Rattenprostata- Adenokarzinom (Dunning R3327) 
konnten mehrere Sublinien etabliert werden, die sich hinsichtlich Volumenverdopplungszeit 
(VDT), Metastasierungsneigung, Differenzierungsgrad sowie der hypoxischen Fraktion 
unterscheiden [67]. 
Drei dieser Tumorsublinien wurden in der vorliegenden Arbeit eingesetzt. Tumore der 
Sublinie AT1 sind charakterisiert durch ein sehr schnelles Wachstum (VDT: 5 Tage), 
chronische Hypoxie, ein geringes Metastasierungspotenzial und einer undifferenzierten 
anaplastischen Morphologie. Im Gegensatz dazu handelt es sich bei der H-Sublinie um 
einen stark differenzierten, langsam wachsenden (VDT: 20 Tage), euoxischen und nicht 
metastasierenden Tumor. Der HI-Tumor ist zwischen dem H- und dem AT1-Tumor 
einzuordnen. HI-Tumore sind moderat differenziert mit muzinösen Prostatadrüsen-
bestandteilen, weisen ein mäßiges Wachstum (VDT: 10 Tage) und niedriges Metas-
tasierungspotenzial auf. Außerdem kennzeichnet die HI-Sublinie eine akute Hypoxie, die 
durch äußere Bedingungen (z.B. Sauerstoffbeatmung des Tieres) beeinflussbar ist. 
 
 
2.3 Transplantation von Dunning R3327-Tumoren 
Für jedes Experiment wurde auf einen kryopreservierten Stock der Originaltumore 
zurückgegriffen. Dies bedeutet, dass die Spendertumore nur durch Weitertransplantation in 
vivo in Copenhagen- (COP) Ratten (Charles River USA, Wilmington, MA, USA) passagiert 
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wurden. Dabei wurde ein kryopreserviertes Tumorfragment in RPMI-Medium (Biochrom, 
Berlin) aufgetaut und in der Flanke des Hinterbeines von männlichen COP-Ratten (180 g, 
8 Wochen alt) subkutan transplantiert. Mit einer Schere (FST, Heidelberg) wurde eine kleine 
subkutane Tasche eröffnet und anschließend das Tumorfragment mit einer Pinzette (FST, 
Heidelberg) tief in die Hauttasche gebracht. Der Schnitt wurde mit einer Wundklammer vom 
Typ MikRon® Autoclip® 9 mm (Clay Adams, Sparks, MD, USA) verschlossen. Die 
Wundklammer konnte nach 10 Tagen entfernt werden. Sobald in diesem Spendertier ein 
ausreichend großer Tumor (2-3 cm Durchmesser) gewachsen war, wurde dieser entfernt und 
in RPMI in ca. 2x2 mm große Tumorfragmente zerteilt. Diese Spendertumorfragmente 
wurden dann, wie oben beschrieben, auf die Experimenttiere transplantiert, so dass alle 
Tumore eines Experiments aus demselben Spendertumor stammten. Als Kontrollen wurden 
scheinbehandelte, d.h. nicht bestrahlte, Tumoren verwendet. 
Angepasst an die Wachstumsgeschwindigkeit der Sublinien wurde die Größe der Tumore 
einmal (H), zweimal (HI) oder dreimal (AT1) pro Woche mittels Messschieber oder 
Lochschablone gemessen. Wenn die Tumore die festgelegte Größe von 10 x 10 mm 
(2 orthogonale Radien) Durchmesser erreicht hatten, erfolgte die Bestrahlung. 
 
 
2.4 Ablauf der Bestrahlungsexperimente 
Die im Nachfolgenden beschriebenen Bestrahlungsexperimente wurden an einem klinischen 
Linearbeschleuniger (Siemens, Erlangen) am DKFZ und an der Kohlenstoffionenbestrah-
lungsanlage des Heidelberger Ionenstrahl-Therapiezentrums (HIT) durchgeführt. Im HIT 
wurde ein eigens dafür eingerichteter Experimentalplatz (QS Platz) genutzt. Bei Erreichen 
der festgelegten Behandlungsgröße wurden die tumortragenden Tiere auf einer speziell 
angefertigten Bestrahlungsapparatur einzeln immobilisiert (Abb. 2) und die Tumore mit 
Einzeldosen (1 Fx) oder Zweifachdosen (2 Fx) bestrahlt. 
 
Abb. 2: Immobilisation der Tiere auf einer speziell angefertigten Apparatur. Der Tumor am Bein 
wird während der Bestrahlung mit Leukosilk™ fixiert. Die Tumorpositionierung erfolgt mit Hilfe des 
Fadenkreuzes, der auf der Apparatur aufgezeichneten Linien und der Raumlaser. 
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2.4.1 Photonenbestrahlung 
Die Photonenbestrahlungen wurden mit einem 6 MV Linearbeschleuniger (Artiste, Siemens, 
Erlangen) durchgeführt. Dabei wurden die Ratten einzeln in einer speziell angefertigten 
Halterung gelagert und der Tumor relativ zu einem Fadenkreuz auf der Halterung fixiert 
(Abb. 2). Anschließend wurde der Tumor mit Hilfe dieses Fadenkreuzes und der Raumlaser 
im Isozentrum des Beschleunigers positioniert und die korrekte Lage des Tumors mittels 
Lichtfeld verifiziert. Direkt vor dem Tumor befand sich ein 15 mm- und direkt hinter dem 
Tumor ein 15 mm Polymethylmethacrylat- (PMMA) Bolus. 
Mit Hilfe eines 12 mm Rundkollimators aus Wolfram wurde ein Feld mit 15 mm Durchmesser 
(90% Isodosis) erzeugt, welches den kompletten Tumor abdeckte. Die Felder wurden 
dosimetrisch mit Hilfe einer Pin Point- Ionisationskammer kalibriert (TM31009, PTW, 
Freiburg). Die Bestrahlung erfolgte mit einem horizontalen Strahl von hinten entlang der 
Körperlängsachse des Tieres und einer Dosisleistung von 300 Monitoreinheiten pro Minute 
(MU / min). Es wurden sowohl Einzeit- (1 Fx) als auch Zweifachbestrahlungen (2 Fx) an zwei 




Die Kohlenstoffionenbestrahlung erfolgte am Experimentalplatz des HIT mit dem aktiven 
Rasterscanningverfahren [73]. Die Positionierung des Tumors erfolgte in gleicher Weise, wie 
bei den Photonenbestrahlungen (Kapitel 2.4.1). Da kein Lichtfeld zur Kontrolle der 
Positionierung zur Verfügung stand, wurde das Bestrahlungsfeld etwas größer als für die 
Photonenbestrahlung gewählt. 
Für die Bestrahlung wurde ein physikalisch optimierter, homogen auf 20 mm aufgeweiteter 
Bragg-Peak (Spread-out Bragg-Peak, SOBP) mit einer lateralen Feldgröße von 18 x 18 mm² 
(90% Isodosis) verwendet. Der SOBP erstreckte sich von 41,5- 61,5 mm wasseräquivalenter 
Tiefe. Um den Tumor in der Mitte des SOBP zu positionieren, befand sich direkt vor dem 
Tumor ein 39,9 mm und direkt hinter dem Tumor ein 15 mm PMMA-Bolus. Daraus ergab 
sich, dass die ersten 5 mm des SOBPs im proximalen und die letzten 5 mm im distalen 
Bolus liegen. Der Dosis- gemittelte LET (dose- averaged LET) im Tumor betrug 75 keV / µm 
(64- 96 keV / µm). Die Bestrahlung erfolgte wie bei den Photonenbestrahlungen, von hinten 
entlang der Körperachse des Tieres. 
Es fanden sowohl Einzeit- (1 Fx) als auch Zweifachbestrahlungen (2 Fx) an zwei aufeinan-
derfolgenden Tagen statt. 
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2.5 Nachbeobachtung bestrahlter Tumore (Follow-Up) 
Nach der Bestrahlung der heterotopen Prostatakarzinome wurden die Tumorgrößen zweimal 
wöchentlich mit Hilfe einer Messschablone bestimmt und das Volumen berechnet (Kapitel 
2.8.1). Außerdem wurden Körpergewicht, Verhalten der Tiere und eventuell auftretende 
Nebenwirkungen wöchentlich dokumentiert. Bei Erreichen der maximal zulässigen 
Tumorgröße oder bei Anzeichen weiterer Erkrankungen der Tiere wurden diese unverzüglich 
euthanasiert. Getötete Tiere wurden eröffnet und das Auftreten von makroskopisch 




Als primärer Endpunkt für die Bestrahlungen des R3327 Prostatakarzinoms wurde die lokale 
Tumorkontrolle nach 300 Tagen Nachbeobachtungszeit definiert. Darunter versteht man 
Tiere, die zum Zeitpunkt 300 Tage nach Bestrahlung tumorfrei waren und keine Anzeichen 
eines Rezidivs aufwiesen. 
Zur Bestimmung der Tumorkontrolle wurden Wachstumskurven (Tumorvolumen zu 
bestimmten Zeitpunkten nach Bestrahlung; siehe Kapitel 2.8.1) erstellt. 
Für die zwei Sublinien AT1 und HI, die sich im Wachstumsverhalten nach Bestrahlung sehr 
ähnlich sind, wurde dieselbe Auswerte-Strategie zur Bestimmung der lokalen Kontrolle 
verwendet. Bei beiden Sublinien konnte zeitabhängig eine komplette Remission der 
Tumormasse beobachtet werden. Sobald durch Abtasten des Tieres ein Rezidiv an der 
Behandlungsstelle festgestellt werden konnte, wurde das entsprechende Tier als lokal nicht 
kontrolliert eingestuft. 
Zusätzlich wurden für H- und HI-Tumore jeweils sekundäre Endpunkte verwendet. Da der HI-
Tumor und insbesondere dessen Rezidive deutlich langsamer wachsen als der AT1-Tumor 
(Rezidive wurden 305 Tage nach RT beobachtet), wurde auch die lokale Kontrolle nach 
320 Tagen Beobachtungszeit bestimmt, um die Robustheit des primären Endpunktes zu 
bestätigen. Für die H-Sublinie musste bereits der primäre Endpunkt angepasst werden, denn 
die Mehrheit der Tumore zeigte eine Dosis- abhängige Volumenverkleinerung bis zu einem 
bestimmten Restvolumen (fibrotischer Knoten), der bis zum Ende der Nachbeobachtungszeit 
konstant blieb. Diese Tumore wurden als lokal kontrolliert eingestuft. Die Charakterisierung 
dieser fibrotischen Knoten mündete in einem sekundären histologischen Endpunkt, definiert 
als Abwesenheit von proliferierenden Tumorzellen auf mikroskopischem Level.  
Bei Tumoren, die eine Volumenzunahme zeigten, wurde diese über mehrere Wochen 
dokumentiert. Da die Wachstumsgeschwindigkeit des H-Tumors sehr langsam ist und sich 
auch das Rezidivwachstum über mehrere Monat hinziehen kann, wurde für die Auswertung 
das erste Auftreten des Rezidivs verwendet.  
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2.7 Durchgeführte Bestrahlungsexperimente 
Für die Erstellung kompletter Dosis-Wirkungskurven (DWKs) von H- und HI-Tumoren wurden 
die in Tab. 1 aufgeführten Bestrahlungsexperimente durchgeführt. Je nach Tumorsublinie 
wurden mindestens 5 Kontrolltiere verwendet. Diesen Tieren wurde ebenso ein 
Tumorfragment transplantiert. Jedoch wurde der entstandene Tumor nur scheinbehandelt, 
d.h., die Kontrolltiere wurden zur Bestrahlungsanlage transportiert, narkotisiert, aber nicht 
bestrahlt. Bei Erreichen der zulässigen Tumorgröße von > 25 mm wurden die Tiere getötet.  
 
Tab. 1: Dosisgruppen und Tieranzahl für die Bestrahlungsexperimente zur Bestimmung von 
Dosis-Wirkungskurven von Photonen und Kohlenstoffionen (12C). Es sind sowohl 
Einzeitbestrahlungen (1 Fx) als auch Zweifachbestrahlungen (2 Fx) angegeben. 
Experiment Dosis in Gy (Anzahl an Tieren pro Dosispunkt) Tierzahl 
1 Faktion 
H-Tumor   
 Photonen 
 
30 (3), 34 (5), 37 (6), 40 (6), 43 (6), 46 (6), 50 (5), 54 (6), 
58 (6), 62 (3) 
52 
 
 12C 18 (6), 21 (6), 24 (8*#), 27 (7§'), 30 (9'#‡), 33 (7‡) 43 
HI-Tumor   
 Photonen 45 (4), 50 (8), 55 (6), 60 (7‡), 65 (7‡), 70 (8~), 75 (7‡) 47 
 12C 17 (3), 21 (6), 25 (6), 29 (7#), 33 (8‡), 37 (6‡) 36 
Kontrolltiere 8 unbestrahlte Tumore pro Experiment 32 
2 Fraktionen 
H-Tumor   
 Photonen 
 
35 (5), 40 (5), 45 (5), 50 (6), 55 (5), 60 (5), 65 (5), 70 (5), 
75 (5#‡), 80 (3) 
49 
 
 12C 16 (5), 20 (5), 24 (5), 28 (5), 32 (5), 36 (5#), 40 (5), 44 (5) 40 
HI-Tumor   
 Photonen 
 
55 (3), 60 (5), 65 (5), 70 (6‡), 75 (6‡), 80 (8‡), 85 (6), 90 
(7‡), 95 (5§) 
51 
 
 12C 29 (3), 33 (6), 37 (6#), 41 (6), 45 (4) 25 
Kontrolltiere 7 unbestrahlte Tumore pro Experiment 28 
Gesamt  403 
* 1 Tier wurde wegen eines Lymphödems am Hinterlauf vorzeitig aus dem Versuch genommen und 
daher von der Analyse ausgeschlossen. 
# 1 Tier starb nach Therapie aus unbekannter Ursache. 
§ 2 Tiere mussten wegen einem Metastasierungsereignis vorzeitig aus der Studie genommen werden 
und wurden deshalb von der Analyse ausgeschlossen. 
' 2 Tiere wurden wegen eines Lymphödems am Hinterlauf vorzeitig aus dem Versuch genommen und 
daher von der Analyse ausgeschlossen. 
‡ 1 Tier musste wegen einem Metastasierungsereignis vorzeitig aus der Studie genommen werden 
und wurde deshalb von der Analyse ausgeschlossen. 
~ 2 Tiere starben nach Therapie aus unbekannter Ursache. 
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Die bestrahlten Tiere wurden randomisiert den verschiedenen Dosisgruppen zugewiesen. Da 
die genauen Dosen für die DWKs unbekannt waren, mussten mehrere Teilexperimente zur 
Generierung kompletter DWKs durchgeführt werden. Um die Tierzahlen so gering wie 
möglich zu halten, wurden die mittleren Dosisgruppen zuerst bestrahlt und später, nach 
erfolgter Abschätzung der DWKs, die oberen und unteren Gruppen ermittelt. Aus 
logistischen Gründen fanden Photonen- und 12C- Experimente teilweise zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten statt. Zusätzlich mussten einige Dosisgruppen aufgrund von Metastasen oder 




2.8 Quantifizierung der Strahlenreaktion  
Die Quantifizierung der Strahlenreaktion erfolgte über Tumorvolumenmessungen im 
zeitlichen Verlauf. Die daraus bestimmten Dosis-Wirkungskurven dienten zur RBW-




Für die Bestimmung der Wachstumskurven nach Bestrahlung wurden zweimal wöchentlich 
die Tumorgrößen gemessen. Aus diesen Tumorgrößen ließ sich das Tumorvolumen 
berechnen. Für AT1- und HI-Tumoren wurde das Volumen nach der Formel 
³3/4 rV ××= π  ermittelt. Der Radius r wurde als Mittelwert zweier orthogonaler 
Tumorradien berechnet, die mit einer Messschablone bestimmt wurden. Da der H-Tumor ein 
deutlich anderes Tumorwachstum aufwies, wurde die Berechnung des Volumens für diese 
Tumorlinie abgeändert. Im Verlaufe der Nachbeobachtungszeit schrumpfte das 
Tumorvolumen des H-Tumors zwar deutlich in der Höhe (c) auf 2-3 mm, aber die 
Ausdehnung in Länge (a) und Breite (b) blieb dabei relativ gleich. Deshalb würde eine 
Berechnung nach obiger Formel zu einer extremen Überschätzung des Tumorvolumens 
führen. Aus diesem Grund wurde für die Volumenberechnung des H-Tumors die Berechnung 
eines Ellipsoids zu Grunde gelegt: cbaV ××××= π3/4 . 
Da das Wachstumsverhalten von kontrollierten und unkontrollierten Tumoren signifikant 
unterschiedlich ist, wurden getrennte Wachstumskurven für lokal kontrollierte und 
unkontrollierte Tumoren pro Dosisgruppe erstellt. Es werden Mittelwerte ± SD (Standard-
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2.8.2 Dosis-Wirkungskurven 
Für jedes Bestrahlungsexperiment in Tab. 1 wurden Dosis-Wirkungskurven (DWKs) für den 
Endpunkt „lokale Tumorkontrolle nach 300 Tagen“ berechnet. Dazu wurde für jede 
Dosisgruppe eines Experiments mit Hilfe der Kaplan-Meier-Methode die aktuarische 
Tumorkontrollrate nach 300 Tagen bestimmt [74]. Die aktuarische Analyse berücksichtigt 
unvollständige Beobachtungen von Tieren, die auf Grund von Metastasen oder anderen 
Ursachen vorzeitig verstarben oder getötet werden mussten. 
An Tumorkontrollraten eines Experiments wurde unter Verwendung der Methode der 
„effektiven Stichprobengröße“ [75] das logistische Dosis-Wirkungsmodell mit Hilfe eines 
Maximum- Likelihood- Fit- Verfahrens unter Verwendung des Softwarepakets STATISTICA 












Dabei sind b0 und b1 die anzupassenden Fit- Parameter, aus denen sich die Dosis für 50% 






= −  
Weitere technische Details zur Anpassung der Dosis-Wirkungskurven sind in Karger et al. 
[52] sowie in der dort aufgeführten Literatur angegeben. Der Standardfehler von TCD50-
Werten wurde mittels Fehlerfortpflanzung unter Berücksichtigung der Korrelation von b0 und 
b1 berechnet.  
 
 
2.8.3 Relative Biologische Wirksamkeit (RBW) 
Kohlenstoffionen zeigen auf Grund ihres hohen LETs eine gegenüber Photonen erhöhte 
relative biologische Wirksamkeit (RBW). Dies zeigt sich in einer Verschiebung der DWK für 







Wobei DPhotonen die Photonen- und D Kohlenstoff die Kohlenstoff- Dosis ist, die zum gleichen 
biologischen Effekt führt. Als biologischer Effekt wird in dieser Arbeit die 50%-ige 
Wahrscheinlichkeit für eine lokale Kontrolle des Tumors verwendet, so dass sich die RBW 
aus dem Verhältnis der TCD50 von Photonen und 12C ergibt. 
90% Konfidenzintervalle (CI) wurden mittels Fieller’s Theorem berechnet [77]. 
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Abb. 3: Bestimmung der RBW mittels Dosis-Wirkungskurven. D50-Linien geben jeweils die Dosis 





In der Radiotherapie wird die Fraktionierungsabhängigkeit der Strahlentoleranz von Gewebe 
durch den α/β-Wert quantifiziert. Dieser Parameter leitet sich aus dem Linear-Quadratischen 
Modell ab, welches für die Beschreibung von Zellüberlebenskurven entwickelt wurde [78], 
aber auch für die Umrechnung von Bestrahlungsdosen im Patienten verwendet werden kann 
[79]. 
Aus dem Verhältnis der α/β-Werte für Tumore und das umliegende Normalgewebe können 
Rückschlüsse gezogen werden, ob eine Änderung der Fraktionierungsstrategie wie z.B. eine 
Hypofraktionierung sinnvoll ist [80]. Da wir in unserem Tumormodell sowohl einen Einfluss 
von Tumorproliferation / Repopulation als auch Veränderungen in der hypoxischen Fraktion 
bei unterschiedlicher Behandlungsdauer annehmen und den Grad des Einflusses nicht 
bestimmen können, handelt es sich lediglich, um effektive α/β-Werte, die das Fraktio-
nierungsverhalten unter unseren experimentellen Bedingungen beschreiben. Um realistische 
quantitative effektive α/β-Werte zu berechnen, sind 6 Fx Experimente nötig, die über den 
Rahmen dieser Dissertation hinausgehen. 
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2.9 Längsschnittexperimente für funktionelle und strukturelle 
Untersuchungen 
Mit den in Kapitel 2.8 beschriebenen Methoden wurde die Strahlenreaktion zu einem festen 
Zeitpunkt quantitativ beschrieben. Allerdings lassen diese Daten keine Rückschlüsse über 
den zeitlichen Verlauf und die zugrundeliegenden Mechanismen zu. Um dies genauer zu 
untersuchen wurden weitere Experimente im Längsschnitt-Design durchgeführt. 
Die Abb. 4 zeigt einen schematischen Ablauf des Experiments. Die Bestrahlung wurde wie 
unter Kapitel 2.4.1 und 2.4.2 beschrieben durchgeführt.  
 
Abb. 4: Durchführungsschema der Längsschnittexperimente für mechanistische Untersuchun-
gen. Tumore wurden isoeffektiv mit 100% lokalen Kontrolldosen 1 Fx Photonen- oder 12C- RT 
bestrahlt, nach definierten Zeitpunkten nach Bestrahlung getötet und das Tumorgewebe präpariert. 
Weitere Einzelheiten siehe 2.9.3 
 
 
2.9.1 Blutflussveränderungen nach Photonen- und 12C- RT mittels 
Ultraschalluntersuchungen 
Mit einem Mikro- Ultraschallsystem (VEVO770, VisualSonics, Toronto, Canada) wurden 
Ultraschallmessungen einmal vor bzw. wöchentlich bis 9 Monate nach Bestrahlung 
durchgeführt. Der PowerDoppler-Ultraschall (Dopplerfrequenz 30 MHz) war mit einem RMV-
704 Ultraschallkopf ausgestattet. 
Für die beiden Sublinien H und HI wurden jeweils 2 verschiedene Dosen pro Strahlmodalität 
untersucht. Ziel war es sowohl 100% lokal kontrollierte als auch unkontrollierte Tumore zu 
untersuchen. Die nach diesen Kriterien ausgewählten Dosisgruppen sind in Tab. 2 
dargestellt. Während der Untersuchung wurden die Tiere mit 2% Isofluran (Baxter, 
Unterschleißheim) und 2 l/ min Sauerstoff narkotisiert. Die Lagerung der Tiere erfolgte auf 
einem beheizten Untersuchungstisch. Die Tumore wurden wie in Abb. 5 dargestellt mit 
Ultraschallgel bedeckt. Anschließend wurde der motorisierte Ultraschallkopf sagittal über den 
Tumor geführt und fortlaufend Bilder im PowerDoppler Modus mit einer Schichtdicke von 
200 µm akquiriert. Das komplette Tumorvolumen wurde gemessen und anschließend in 
jedem aufgenommenen 2D-Bild eine ROI („region of interest“, interessierende Region) 
eingezeichnet, die das gesamte Tumorvolumen ohne Hautbereiche einschloss. Daraus 
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konnte ein 3D-Bild rekonstruiert werden. Anschließend wurde mit Hilfe der Vevo-Software 
(VisualSonics, Toronto, Canada) das Tumorvolumen und der Blutfluss innerhalb des Tumors 
errechnet. Der Blutfluss bestimmt sich aus dem prozentualen Anteil an gelben und roten 
PowerDoppler positiven Farbpixeln am Tumorgesamtvolumen (3D-ROI-Volumen). Für die 
Farbpixelintensität gibt es aber keine quantitative Entsprechung, es ist lediglich eine Aus-
sage über einen vorhandenen Blutfluss (ja / nein Aussage) möglich. 
 
Tab. 2: Dosisgruppen bestrahlter H- und HI-Tumore für die Ultraschalluntersuchungen. 
Tumor Photonen [Gy] Kohlenstoffionen [Gy] 
 unkontrolliert kontrolliert unkontrolliert kontrolliert 
H-Tumor 30 50 18 33 
HI-Tumor 45 70 21 33 
 
 
Abb. 5: Positionierung des Tieres während der Ultraschalluntersuchungen. Das Tier wird unter 
Narkose auf einer Heizplatte befestigt und der robotergesteuerte Ultraschallkopf (gelber Pfeil) kann 
das gesamte Tumorvolumen abtasten. 
 
 
2.9.2 Bestimmung von Blutfluss und Perfusion mittels 
Magnetresonanztomographie (MRT) 
Bei Tumoren der Sublinie AT1 wurde sowohl ein Isodosenvergleich (gleiche physikalische 
Dosis) als auch ein Isoeffektvergleich (Dosen, welche den gleichen biologischen Effekt 
erzeugen) durchgeführt. Die Dosen für Photonen und Kohlenstoffionen wurden der 
Veröffentlichung Peschke et al. [11] entnommen und sind in Tab. 3 aufgeführt. 
 
Tab. 3: Bestrahlungsdosen für die MRT-Studie von AT1- Tumoren. Für den Isodosenvergleich 
wurden 37 Gy Photonen- oder 12C- RT benutzt. Gleichzeitig sind 37Gy 12C und 85 Gy Photonen 
(kontrolliert) sowie 16 Gy 12C und 37 Gy Photonen (unkontrolliert) isoeffektiv. 
Photonen [Gy] Kohlenstoffionen [Gy] 
unkontrolliert kontrolliert unkontrolliert kontrolliert 
37 85 16 37 
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Es wurden 12 Tiere mit AT1-Tumoren rechts- und linksseitig transplantiert (siehe Kapitel 
2.3) und bei einer Größe von 10x10 mm² die rechtsliegenden Tumore einmalig bestrahlt. Die 
linksseitigen Tumore dienten jeweils als Kontrolle und blieben unbehandelt. Die 
Bestrahlungen erfolgten jeweils wie unter Kapitel 2.4.1 bzw. 2.4.2 beschrieben. 
Um den Einfluss der Bestrahlungsmodalität auf die Tumorblutgefäßfunktion zu verdeutlichen 
und eine eventuelle Dosis- Abhängigkeit zu zeigen, wurden MRT-Untersuchungen zu 
verschiedenen Zeitpunkten durchgeführt. Alle 12 Tiere wurden jeweils 1 Tag vor Bestrah-
lung, 3 Tage nach, sowie 7, 14 und 21 Tage nach der Bestrahlung mit dem MRT untersucht. 
Zusätzlich erfolgte dreimal pro Woche die Tumorgrößenmessung mittels Schablone (wie 
unter Kapitel 2.5 beschrieben). Die MRT-Messungen fanden an einem klinischen 1,5 T MRT 
(Symphony, Siemens, Erlangen) mit einer am DKFZ entwickelten Tierspule (zylindrische 
Spule mit einem Innendurchmesser von 83 mm und einer Länge von 120 mm) statt.  
Zur Bearbeitung der Fragestellung wurden folgende Sequenzen gemessen:  
- Localizer (Positionierung der T2-Sequenz) 
- T2- gewichtete Sequenz (TSE T2 tra) mit einer Turbo Spin echo-Sequenz (axiale 
Positionierung des Feldes, TR: 3240 ms, TE: 81 ms, Pixelgröße 0,35 mm und einer 
Schichtdicke von 1,5 mm) 
- dynamisch Kontrast- verstärkte Sequenz (DCE, dynamic contrast enhanced, TR: 
373 ms, TE: 1,67 ms, Pixelgröße 0,99 mm, Schichtdicke: 4,5 mm) durch den Bereich 
des größten Tumordurchmessers (axiale Richtung) während der 
Kontrastmittelinjektion (0,1 mmol/kg Gd-DTPA (Magnevist®, Bayer Healthcare 
Pharmaceuticals, Berlin) i.v. in die Schwanzvene) 
- T1- gewichtete Sequenz nach Kontrastmittelgabe (SE T1 High SNR OS mit TR: 
600 ms, TE: 14 ms, Pixelgröße 0,31 mm und einer Schichtdicke von 1,5 mm) 
Die Kontrastmittelgabe erfolgt 20 s nach dem Starten der DCE-Sequenz und die Injektion 
wurde über eine Zeitspanne von 10 s durchgeführt. Da beide Tumore für DCE und T1 nach 
Kontrastmittelgabe im größten Durchmesser erfasst werden mussten, wurden teilweise 
mehrere T2-gewichtete Sequenzen vorangestellt (schräge T2), um die optimale Position 
beider Tumore des Tieres innerhalb einer Messung zu gewährleisten. 
Die MRT-Daten wurden zum Einen zur Volumenbestimmung und zum Anderen zur 
Bestimmung von Blutfluss bzw. Blutvolumen genutzt. Das Volumen (in µl) wurde mit Hilfe 
des „Medical Imaging Interaction Toolkit“ (dkfz, Heidelberg) aus den T2-gewichteten Bildern 
berechnet. Die DCE-Bilder wurden mit der Dynalab-Software (Mevis Research, Bremen) 
ausgewertet. Dabei wurde von Hand eine ROI (region of interest) um den Tumorbereich 
gezeichnet und von der Software die Werte für die Amplitude A und die Austauschkonstante 
kep berechnet. Die Berechnung von A und kep beruhen auf dem Brix et al. eingeführten Zwei-
Kompartiment-Modell [81,82]. Das Modell beruht darauf, dass injiziertes Kontrastmittel (hier 
Magnevist®) gleichmäßig in beiden Kompartimenten verteilt wird (intravaskulärer Raum und 
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interstitieller, d.h. extravaskulärer Raum). Die Amplitude A ist dabei mit dem Blutvolumen 
assoziiert und beschreibt die Akkumulation des Kontrastmittels innerhalb einer 
vorgegebenen Zeit. Der kep-Wert hingegen charakterisiert die Austauschrate zwischen 
intravaskulärem Raum und Interstitium. Damit ist der kep-Wert direkt von der Gefäß-
permeabilität abhängig. 
Zusätzlich zu den MRT-Untersuchungen wurde auch in dieser Studie Ultraschallunter-
suchungen vergleichbar zu den unter Kapitel 2.9.1 beschriebenen durchgeführt. 
Ultraschalluntersuchungen wurden nur mit einem Tier pro Dosisgruppe einen Tag vor 
Bestrahlung, sowie 2, 9, 16 und 23 Tage nach Bestrahlung durchgeführt. Nach Abschluss 
einer Zeitspanne von 23 Tagen nach Bestrahlung wurden die Tiere euthanasiert, die Tumore 
präpariert und kryokonserviert bzw. in Paraffin eingebettet (siehe Kapitel 2.9.3). 
 
 
2.9.3 In vivo Applikation von BrdU und anschließende Tumorpräparation 
Aus den DWKs (Kapitel 2.8) kann für jede Tumorsublinie, jede Strahlmodalität und jedes 
Fraktionierungsschema eine isoeffektive Dosis z.B. bei 100% oder 50% lokaler Kontrolle 
abgeleitet werden. Da für konventionelle Photonentherapie bereits einige strahleninduzierte 
Tumorreaktionen und ihre zeitliche Abfolge bekannt sind [83], geht es um den Vergleich von 
Gemeinsamkeiten und Unterschieden in der Tumorreaktion nach Photonen- und 12C- 
Bestrahlung auf mechanistischer Ebene. Über den zeitlichen Ablauf der Tumorschädigung 
nach 12C- Bestrahlung liegen kaum Daten vor. Um einen Vergleich vorzunehmen, wurden H- 
und HI-Tumore isoeffektiv mit 100% lokalen Kontrolldosen mit Photonen- und 12C bestrahlt 
und danach zu definierten Zeitpunkten (8 h, 18 h, 72 h, 7 Tage, 14 Tage, 21 Tage und 
28 Tage) die Tiere getötet und das Tumorgewebe präpariert. Um 100% lokale Kontrolle zu 
erreichen, wurden die H-Tumoren mit 33 Gy 12C bzw. 62 Gy Photonen und die HI-Tumore 
mit 37 Gy 12C oder 70 Gy Photonen bestrahlt. 
Um die Proliferationsdynamik nach Bestrahlung qualitativ und quantitativ erfassen zu 
können, wurde 8 h vor der geplanten Tumorentnahme Bromdesoxyuridin (BrdU, 100 mg/ kg, 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen) i.p. appliziert. Das sezierte Tumorgewebe wurde mit einem 
Skalpell in 3 Stücke zerteilt. Ein Drittel wurde mit dem Kryoprotektiva Isopentan (Carl Roth 
GmbH, Karlsruhe), das zweite Drittel direkt in flüssigem Stickstoff eingefroren. Das restliche 
Gewebe wurde mit 4% Paraformaldehyd (AppliChem GmbH, Darmstadt), gepuffert in PBS 
(Biochrom AG, Berlin), 24 h (AT1-, H-Tumor) bzw. 48 h (HI-Tumor) bei 4°C fixiert. 
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2.9.3.1 Histologische Weiterverarbeitung von Kryopräparaten 
Das tiefgefrorene Gewebe wurde mit TissueTek® (Sakura, Alphen aan den Rijn, 
Niederlande) auf einen Gewebetisch aufgefroren. Anschließend erfolgte die Prozessierung in 
7 µm dicke fortlaufende Kryostatschnitte mit Hilfe eines Kryotoms (Mikrom HM560, Thermo 
Fisher Scientific, Dreieich). Nach mehreren 20 µm dicken Trimschnitten wurde der 7 µm 
dicke Feinschnitt fortlaufend verwendet und jeweils ein Gewebeschnitt pro Adhäsions-
Objektträger (Paul Marienfeld GmbH, Lauda-Königshofen) aufgezogen. Die Objektträger 
wurden abhängig von der jeweiligen Färbung entweder nativ belassen oder mit einer 
Methanol / Aceton- Fixierung (1 min Methanol + 2 min Aceton bei -20°C) bzw. einer Variante 
dessen nur in Methanol oder Aceton fixiert. Danach erfolgte eine Lufttrocknung bei 
Raumtemperatur (Raumtemp.) für ca. 10 min und dann die weitere Lagerung der Schnitte bis 
zur Färbung bei -20°C. Vor dem Färbebeginn wurden die jeweiligen Schnitte aufgetaut und 
bei Raumtemp. 30 min luftgetrocknet und anschließend 5 min in PBS gewaschen. 
 
 
2.9.3.2 Histologische Weiterverarbeitung von Paraformaldehyd- fixierten Geweben 
Nach der Gewebefixierung in 4% Paraformaldehyd / PBS erfolgte eine Gewebeent-
wässerung in einer Einbettkasette (Carl Roth GmbH, Karlsruhe), die nach folgendem 
Schema verlief:  
- 3 x Inkubation in 70% Ethanol (vergällt) für je 45 min (Raumtemp.) 
- 3 x Inkubation in 95% Ethanol (vergällt) für je 45 min (Raumtemp.) 
- 3 x Inkubation in 100% Ethanol (vergällt) für je 45 min (Raumtemp.) 
- 3 x Inkubation in 70% Ethanol (vergällt) für je 45 min (Raumtemp.) 
- 3 x Inkubation in Xylol oder Roticlear (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) für je 45 min auf 
  dem Schüttler (Raumtemp.) 
- über Nacht in Xylol oder Roticlear schütteln lassen (Raumtemp.) 
- in 1:1 (v/v) Xylol:Paraffin-Gemisch für 1,5 h bei 58°C im Brutschrank 
- 2 x Inkubation in Paraffin (Thermo Fisher Scientific, Dreieich) jeweils 1 h bei 58°C 
- Einbetten der Gewebe in Paraffinblöckchen in Kautschukförmchen oder  
  Einbettkasetten 
Es wurde darauf geachtet, dass die Beschriftung auch nach Erkalten des Paraffins deutlich 
zu lesen war (Beschriftungszettel mit einbetten). Nach kurzem Abkühlen des Paraffinblocks 
auf der Kühlplatte (Leica Microsystems, Wetzlar) wurde dieser für mindestens 24 h bei -20°C 
gelagert. Anschließend wurde der Block aus der Form entfernt und bei Raumtemperatur 
gelagert. 
Das Herstellen der Paraffinschnitte erfolgte mit dem Mikrotom Microm STS Section-Transfer-
System (Thermo Fisher Scientific, Dreieich). Dafür wurden die Paraffinblöcke bei 4°C 
vorgekühlt (mindestens 1 h) und anschließend in das Mikrotom eingespannt. Das 
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Wasserbad wurde während des gesamten Schneidens auf 40°C konstant gehalten. Das 
Trimmen erfolgt mit 20 µm dicken Schnitten. Der Feinschnitt hat 6 µm Dicke. Nachdem sich 
die Paraffinschnitte im Wasserbad gestreckt hatten, wurde jeweils ein Schnitt pro Objekt-
träger aufgezogen und anschließend auf einer Wärmeplatte für 15-30 min (Medax Nagel 
GmbH, Kiel) getrocknet. Danach wurden alle Schnitte bei 37°C im Wärmeschrank (Heraeus 
GmbH, Hanau) über Nacht restlos getrocknet und anschließend bei Raumtemperatur 
gelagert. 
Vor Färbebeginn wurden die Paraffinschnitte entparaffinisiert (2 Wechsel in Xylol oder 
Roticlear für je 10 min) und in einer absteigenden Alkoholreihe (je 2 Wechsel in 100%, 95%, 
70% Ethanol für je 2 min) restlos vom Paraffin befreit und rehydriert. Dann folgte ein 




2.9.3.3 Gewebeaufarbeitung für RNA-Analysen 
Die Tumorgewebestücke wurden unter Kühlung mit flüssigem Stickstoff in einem Potter S mit 
Teflon- Rührwerk (B. Braun, Melsungen) so schnell wie möglich zerkleinert und in 
Homogenisierungspuffer des NucleoSpin® RNA L Kits (Macherey-Nagel, Düren) aufge-
nommen. Es war zu beachten, dass dieser Vorgang nicht länger, als 30 s nachdem der 
flüssige Stickstoff verdampft war, dauerte, da sonst bereits die RNA-Degradation beginnt. 
Die Zusammensetzung und Vorbereitung des Homogenisierungspuffers kann der Kit-
Beschreibung entnommen werden. Für diese Art von Präparation kann nicht mehr als 
120 mg Gewebe eingesetzt werden, deshalb musste das Gewicht in gefrorenem Zustand 
bestimmt werden. Das zerkleinerte Gewebe im Homogenisierungspuffer, wurde danach mit 
dem Potter auf 2.000 rpm und mit einer Hubzahl von 40 homogenisiert. Im weiteren Ablauf 
wurde das Kit-Protokoll genauestens eingehalten und jeweils die Höchstmengen an Puffer 




2.9.4 Mikroskopische Färbungen 
2.9.4.1 Morphologische Untersuchungen (Hämatoxylin / Eosin) 
Für morphologische Untersuchungen wurde eine Hämatoxylin / Eosin- Färbung durchge-
führt. Hämatoxylin nach Mayer (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) und Eosin (Carl Roth GmbH, 
Karlsruhe) wurden nach dem Herstellerprotokoll verwendet. Die Hämatoxylin / Eosin-
Färbung wurde sowohl für Kryoschnitte als auch für Paraffinschnitte angewendet. Das 
Standardprotokoll ist in Tab. 4 dargestellt. 
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Tab. 4: Standard Hämatoxylin / Eosin- Färbeprotokoll. Alle Schritte, die für Paraffinschnitte 
durchgeführt werden, sind mit einem P und für Kryoschnitte mit einem K gekennzeichnet. Alle Schritte 
werden bei Raumtemp. durchgeführt. 
Schritt Lösung Zeit Kryo / Paraffin 
Lufttrocknen  mindestens 30 min K 
Waschen Aqua dest. 5 min K 
Entparaffinisieren Roticlear* oder Xylol 2 x 10 min P 
Entparaffinisieren 100% Ethanol 2 x 3 min P 
Rehydrierung 95% Ethanol 2 x 1 min P 
Rehydrierung 70% Ethanol 2 x 1 min P 
Färben Hämatoxylin* 5 min K; P 
Waschen Aqua dest. kurz (30 s) K; P 
Bläuen Fließendes Leitungswasser 10 min K; P 
Färben Eosin* (1%) 4 min K; P 
Waschen Aqua dest. kurz (30 s) K; P 
Entwässern 70% Ethanol 2 min K; P 
Entwässern 95% Ethanol 2 min K; P 
Entwässern 100% Ethanol 4 min K; P 
Entwässern Roticlear oder Xylol 2 x 5 min K; P 
Eindeckeln Eukitt+  K; P 
Trocknen Luft unter Abzug über Nacht K; P 
* erworben von Carl Roth GmbH, Karlsruhe 




Die Mehrzahl der histologischen Untersuchungen wurde mit Immunfluoreszenzfärbungen 
durchgeführt. Deshalb befindet sich nachfolgend ein Standardprotokoll (siehe Tab. 5) für 
eine Immunfluoreszenzfärbung, so dass später nur auf eventuelle Änderungen eingegangen 
wird. 
Die Mikroskopie erfolgte für alle Färbungen an einem Nikon Eclipse E600 (Nikon GmbH, 
Düsseldorf) mit einem 350 nm (blau), 470-490 nm (grün) und einem 515-560 nm (rot) 
Exzitationsfilter. Bilder wurden mit einer Nikon digital DS-U1 Kamera aufgenommen. 
 
Die quantitative Auswertung der Bilder erfolgte mit folgender Software: 
BrdU, γH2AX: AlphaView SA Version 3.4 (Proteinsimple, Santa Clara, CA, USA) 
CD31, SMA: Cell F - Software Version 2011 (Olympus, Hamburg). 
CD24: Plugin Cell Pixel Counter der Freeware ImageJ Version 1.47h 
(Entwickler Wayne Rasband) 
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Tab. 5: Standard- Immunfluoreszenzfärbeprotokoll für Methanol / Aceton- fixierte Kryoschnitte. 
Die Antikörperverdünnung ist Antikörperabhängig und wird deshalb in der spezifischen Färbung 
angegeben, da diese z.T. sehr stark variieren können. Als Kontrollen dienten immer Schnitte, die 
jeweils nur mit dem 1. Antikörper (Ak) oder dem 2. Ak behandelt wurden, um die Hintergrundfärbung 
zu bestimmen. 
Schritt Lösung Zeit Temperatur 
Fixierte Schnitte Methanol*/ Aceton* 1 min / 2 min -20°C 
Lufttrocknen  mindestens 30 min Raumtemp. 
Waschen PBS“ 5 min Raumtemp. 
Blockieren Fx Signal Enhancer+ 30 min Raumtemp. 
Waschen PBS“ 5 min Raumtemp. 
Blockieren DAKO Protein Block+ 30 min Raumtemp. 
Primär-Ak 1. Ak in 10% BSA / PBS über Nacht 4°C 
Waschen PBS“ 3 x 5 min Raumtemp., dunkel 
Sekundär-Ak Fluoreszenz- gekoppelter 2. Ak in PBS 1 h Raumtemp., dunkel 
Waschen PBS“ 3 x 5 min Raumtemp., dunkel 
Zellkernfärbung DAPI° 3 min Raumtemp., dunkel 
Waschen Aqua dest. 5 min Raumtemp., dunkel 
Eindeckeln Fluoromount-G~  Raumtemp., dunkel 
* erworben von Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
“ erworben von Biochrom AG, Berlin 
+ DakoCytomation Glostrup, Dänemark 
° Invitrogen Molecular Probes, Eugene USA 
~ Southern Biotech, Birmingham, Alabama, USA 
 
 
2.9.4.3 Proliferationsnachweis mittels BrdU 
Der BrdU- Nachweis wurde ausschließlich auf Methanol / Aceton- fixierten Kryoschnitten 
durchgeführt. Die Freilegung antigener Epitope erfolgte nach dem Waschen in PBS mit 
einem Natriumzitratpuffer mit folgender Zusammensetzung:  
- 10 mM Natriumzitrat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
- ad 1 l Aqua dest. 
- pH6.0 mit 1 N HCl einstellen (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) 
- 0,5 ml Tween 20 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) zugeben und mischen 
  Lagerung bei 4°C für 6 Monate 
Die Kryoschnitte wurden in einer Küvette mit Natriumzitratpuffer bei 95°C im Wasserbad für 
30 min inkubiert. Danach erfolgte eine Abkühlungsphase auf 37°C in 20 min unter dem 
Abzug. Anschließend wurde mit dem Standardprotokoll (PBS-Waschschritt und Blockierung) 
fortgesetzt. Als Primärantikörper wurde ein Maus anti-BrdU Antikörper (Roche Diagnostics, 
Mannheim) mit PBS 1:800 verdünnt und für 1 h inkubiert. Der Sekundärantikörper war ein 
Material und Methoden 23 
 
Ziege anti-Maus AlexaFluor-555 gekoppelter Antikörper (Molecular Probes, Eugene, OR, 
USA), der 1:2000 in PBS eingesetzt und für 30 min inkubiert wurde. Anschließend wurde mit 
dem Standardprotokoll (siehe Tab. 5) fortgefahren.  
 
 
2.9.4.4 Spezifische Färbung der Gefäßstrukturen 
Um Gefäßveränderungen nach Photonen- und Kohlenstoffionenbestrahlung detaillierter 
untersuchen zu können, wurden drei verschiedene Antikörper gegen spezifische 
Komponenten des Gefäßsystems verwendet. Es handelt sich hierbei um Färbungen von 
Methanol / Aceton-fixierten Kryoschnitten, die dem Standardprotokoll (siehe Tab. 5) 
entsprechen. 
 
Zur Begutachtung der Gefäße wurde eine Doppelfärbung von CD31 (Marker für 
Endothelzellen) und glattmuskulärem Aktin (smooth muscle actin (SMA)), einem Marker für 
Perizyten, durchgeführt. Nur reife Gefäße weisen sowohl CD31 als auch SMA auf, in der 
Reifung befindlichen Gefäßen mangelt es an SMA. Die Färbung wurde nach dem in 
CD31 (Endothelzellen) und smooth muscle actin (Perizyten) 
Tab. 5 
dargestellten Standardprotokoll durchgeführt. Beide Primärantikörper wurden gemeinsam 
über Nacht bei 4°C auf dem Objektträger in einer feuchten Kammer inkubiert. Als 
Primärantikörper wurden der Maus anti-Ratte CD31 Antikörper (Chemicon, Merck Millipore, 
Billerica, Massachusetts, USA) 1:4000 und der Kaninchen anti-SMA Antikörper (Abcam, 
Cambridge, UK) 1:800 in PBS mit 10% BSA (Carl Roth, Karlsruhe) verdünnt. Die beiden 
Fluoreszenz- markierten Sekundärantikörper wurden nacheinander für jeweils 30 Minuten 
bei Raumtemp. inkubiert. Es wurde mit dem Sekundärantikörper für CD31, dem Ziege anti-
Maus AlexaFluor-555 (Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, USA) 1:3000 verdünnt in PBS, 
begonnen. Dann erfolgte ein 3 x 5 minütiger Waschschritt in PBS, gefolgt von dem 
Sekundärantikörper Esel anti-Kaninchen AlexaFluor-488 (Molecular Probes, Invitrogen, 
Eugene, USA) 1:1500 in PBS verdünnt, um das SMA nachzuweisen. Die Zellkerne mit DAPI 
blau angefärbt. 
 
Kollagen IV ist eines von 28 verschiedenen bekannten Kollagenen, welches v.a. in der 
Basalmembran vorkommt. Die Färbung wurde nach dem Standardprotokoll (siehe 
Kollagen IV 
Tab. 5) für 
Kryostatschnitte durchgeführt. Der Kaninchen anti-Kollagen IV Antikörper (ab19808-100, 
Abcam, Cambridge, UK) wurde in PBS mit 10% BSA 1:4000 verdünnt und über Nacht bei 
4°C inkubiert. Als Sekundärantikörper wurde der Esel anti-Kaninchen AlexaFluor-488 
(A21206, Invitrogen, Karlsruhe; 1:3000 verdünnt in PBS für 30 min inkubiert) benutzt und die 
Zellkerne mit DAPI angefärbt.  
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2.9.4.5 Nachweis von DNA- Doppelstrangbrüchen mittels γH2AX 
Der Nachweis von DNA- Doppelstrangbrüchen erfolgte über eine γH2AX- Färbung. Es 
wurden Kryoschnitte nach dem Standardprotokoll (siehe Tab. 5) mit dem Primärantikörper 
Kaninchen anti-γH2AX (ab2893, Abcam, Cambridge, UK) 1:1000 verdünnt in PBS mit 10% 
BSA über Nacht bei 4°C gefärbt. Zur Detektion wurde der Sekundärantikörper Ziege anti-
Kaninchen AlexaFluor-555 (A21429, Invitrogen, Karlsruhe; 1:3000 verdünnt in PBS für 
30 min inkubiert) verwendet. Zellnuklei wurden mit DAPI angefärbt.  
 
 
2.9.4.6 Detektion selektiver Oberflächenmarker 
Das Ziel, Tumorzellen vom Normalgewebsanteil der Tumore zu unterscheiden, führte zu der 
Fragestellung, ob im verwendeten Dunning R3327- System überhaupt typische Oberflächen-
marker für Krebszellen vorhanden sind. Da insbesondere für die sehr heterogenen Prostata-
karzinome keine ausreichende Literatur über Oberflächenmarker vorhanden ist und einige 
vielversprechende Kandidaten nicht spezifisch mit Rattengewebe reagieren, beschränkte 
sich unsere erste Analyse auf die hier aufgeführten Oberflächenmarker: CD24, CD44, CD45, 
CD133, CD326 und die Zytokeratine 5/8 und 19. 
Alle Färbungen wurden nur auf Kryostatschnitten durchgeführt. Grundlage hierfür war das 
Standardprotokoll (Tab. 5). 
CD24-PE (555428, BD-Pharmingen, San Jose, CA, USA), CD44-FITC (ab 27285, Abcam, 
Cambridge, UK), CD133-PE (130080801, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach), CD326-FITC 
(MCA1870FT, AbD Serotec, Düsseldorf), Zytokeratin 5 / 8 (sc-32328, Santa Cruz, 
Heidelberg) und Zytokeratin 19 (251400, Abbiotec, San Diego, USA) wurden jeweils 1:50 in 
PBS mit 3% BSA über Nacht bei 4°C inkubiert. Als Sekundärantikörper für Zytokeratin 19 
wurde Esel anti-Kaninchen AlexaFluor-488 (1:3000 verdünnt in PBS für 1 h) und für alle 
anderen oben aufgeführten Antikörper Ziege anti-Maus AlexaFluor-555 (A21424, Invitrogen, 
Karlsruhe; 1:4000 verdünnt in PBS für 1 h inkubiert) verwendet. Zellnuklei wurden mit DAPI 
angefärbt. Die Färbungen von CD24, CD44, CD133, CD326, Zytokeratin 5 / 8 und 19 wurden 
nach dem Standardprotokoll (siehe Tab. 5) durchgeführt. Da diese Oberflächenmarker 
schwierig zu detektieren sind, wurden folgende Fixierungstechniken verwendet: native 
Schnitte, die direkt nach dem Schneiden gefärbt wurden, Methanol / Aceton- fixierte Schnitte 
und 4% PFA in PBS fixierte Schnitte. Nach einem letzten Waschschritt wurden die gefärbten 
Schnitte mit Fluormount-G (Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, USA) eingedeckelt.  
  
Material und Methoden 25 
 
Zusätzlich wurde ein mittlerweile verfügbarer Ratten-spezifischer CD24-PE Antikörper 
(562104, BD, Heidelberg) für die Detektion von CD24+ - Zellen in Abhängigkeit von der Zeit 
nach Bestrahlung genutzt. Die direkt-gekoppelte PE-Fluoreszenz war ausreichend, so dass 
auf eine Sekundärantikörperinkubation verzichtet werden konnte. Nach erfolgtem Blockieren 
und Waschschritten wurden die Kryostatschnitte von HI-Tumoren (siehe Kapitel 
Detektion von CD24+ - Zellen im Zeitverlauf nach Bestrahlung von HI-Tumoren 
2.9) mit 
dem Primärantikörper CD24-PE (1:1000 in PBS / 10% BSA, ÜN, 4°C) gefärbt und am 




2.9.5 Molekularbiologische Methoden 
2.9.5.1 RNA-Extraktion aus soliden Tumoren 
Die Unterschiede nach Photonen- und Kohlenstoffionenbestrahlung von Prostatatumoren 
wurden nicht nur auf Proteinebene (histologische Nachweise), sondern auch auf 
Transkriptionsebene (mRNA-Expression) untersucht. Die Gewebeproben wurden aus dem in 
Abb. 4 beschriebenem Längsschnittexperiment entnommen. Allerdings wurden nur 
unbehandelte Kontrolltumore und die Zeitpunkte 8 h, 18 h, 72 h und 14 Tage nach 
Photonen- und 12C- RT (siehe Kapitel 2.9) für die Genexpressionsanalyse genutzt. Die RNA-
Extraktion erfolgte von im flüssigen Stickstoff eingefrorenen und bei -80°C gelagerten 
Tumorfragmenten. Während der gesamten Prozedur wurde auf Eis gearbeitet, um eine 
Degradierung der RNA zu verhindern. Die Gewebeaufarbeitung erfolgte nach den in Kapitel 
2.9.3.3 beschriebenen Schritten. 
Nach jedem Gewebe wurden alle Geräte inklusive Potter, Mörser und Pistillen gereinigt, um 
eine Kreuzkontamination der Proben zu verhindern. Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des 
NucleoSpin® RNA L Kits (Macherey-Nagel, Düren) bzw dem RNeasy Midi Kit (Qiagen, 
Hilden) extrahiert. Das Herstellerprotokoll wurde strikt eingehalten. Es wurde jeweils für alle 
Gewebe mit 4.500 x g für 10 min zentrifugiert. 
Die RNA-Quantität wurde mit dem NanoDrop® ND-1000 (Peqlab Biotechnologie, Erlangen) 
bestimmt. Die RNA-Qualität wurde mit Hilfe des Agilent RNA 6000 Nano Kits (5067-1511, 
Agilent, Waldbronn) untersucht. Die Analyse erfolgte, wie im Herstellerprotokoll angegeben, 
mit dem Agilent Bioanalyzer 2100. 
Falls eine Aufkonzentration der RNA nötig war, wurde dieser Schritt mit einer SpeedVac 
Christ® Zentrifuge (Vacuubrand, Wertheim) in low- retention Mikrozentrifugationsgefäßen  
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2.9.5.2 Genexpressionsanalysen 
Die Genexpressionsanalyse diente dazu Veränderungen auf Transkriptionsebene nach 
Bestrahlung abhängig von der Strahlmodalität zu charakterisieren. Es wurden folgende 
Komponenten verwendet (Agilent, Waldbronn): Whole Rat Genome Kit 4 x 44k (G4131F), 
Microarray-Abdeckung (G2534-60011), Low Input Quick Amp Labeling Kit One-Color (5190-
2305), Genexpressionshybridisierungskit (5188-5242), RNA-Spike In Kit One-Color (5188-
5282), gebrauchsfertiger SSPE Waschpuffer (5188-5327), Stabilisierungs- und 
Trocknungslösung (5185-5979). 
Die Genexpressionsanalyse lief nach folgenden Schritten ab: Anfügen von Spike-Ins an die 
isolierte Total-RNA, cDNA-Synthese, cRNA-Synthese und Amplifikation, cRNA-Aufreinigung, 
Aufarbeitung der Hybridisierungsproben und Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen Cy3 und 
Cy5, 18 h- Hybridisierung, diverse Waschschritte, Scannen der Microarrays, Datenextraktion, 
statistische Analyse der Daten und Pathway- Analyse. Im ersten Schritt musste der One-
Color Spike-In Mix mit den unter Kapitel 2.9.5.1 vorbereiteten RNA- Proben versetzt werden. 
Dafür wurden zu 2 µl in Aqua dest. verdünnten Spike-Ins 200 ng RNA zugegeben. Diese 
angesetzten RNA-Spike-In Proben wurden bei Bedarf für 24 h bei -20°C gelagert. Die 
Markierungsreaktion der isolierten RNA mit den Detektionsfluoreszenzfarbstoffen Cy3 und 
Cy5 sowie den Spike-Ins beginnt mit dem Umschreiben der RNA in cDNA mit dem T7 
Promotor Mix. Dabei wurden die Primer und das Template bei 65°C für 10 min denaturiert 
und anschließend für 5 min auf Eis inkubiert. 
Der cDNA Master Mix bestand aus 5x Erststrangpuffer, 0,1 M DTT, 10 mM dNTP Mix und 
dem AffinityScript RNase Block Mix. Damit erfolgte eine PCR- Reaktion für 2 h bei 40°C und 
eine Inaktivierung der Enzyme für 15 min bei 70°C. Die cDNA wurde nun in eine cRNA mit 
Hilfe des Transkriptionsmastermixes (bestehend aus: 5x Transkriptionspuffer, 0,1 M DTT, 
NTP Mix, Cyanine-3-CTP und T7-Polymerase Enzymmix) umgeschrieben (2 h, 40°C). 
Anschließend wurde die Cy3-gekoppelte amplifizierte cRNA mit dem RNeasy Kit (Qiagen, 
Hilden) aufgereinigt und in 30 µl RNase- freiem Wasser eluiert. Die Quantifizierung der 
erhaltenen cRNA erfolgte mit dem NanoDrop® ND-1000 (Peqlab Biotechnologie, Erlangen). 
Die cRNA-Konzentration [ng / µl], das RNA- Absorptionsverhältnis (260 nm/280 nm) und die 
Cy3-Konzentration [pmol / µl] wurden bestimmt. Daraus ergab sich die spezifische Aktivität 
der Cy3-gefärbten cRNA. Die Berechnung erfolgte über die nachfolgenden beiden Formeln. 
 
𝑐𝑅𝑁𝐴 −𝑀𝑒𝑛𝑔𝑒 [µg] =  𝐾𝑜𝑛𝑧𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 (𝑐𝑅𝑁𝐴)𝑥 30 µ𝑙 𝐸𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛𝑠𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛1000  
 
𝑠𝑝𝑒𝑧𝑖𝑓𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒 𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡 𝑑𝑒𝑟 𝐶𝑦3 − 𝑔𝑒𝑘𝑜𝑝𝑝𝑒𝑙𝑡𝑒𝑛 𝑐𝑅𝑁𝐴 �𝑝𝑚𝑜𝑙
µg
� =  𝐾𝑜𝑛𝑧𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 (𝐶𝑦3)
𝐾𝑜𝑛𝑧𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 (𝑐𝑅𝑁𝐴)  𝑥 1000 
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Die Ausbeute muss dabei über 1,65 µg cRNA und die spezifische Aktivität über 6 pmol Cy3 
pro µg cRNA liegen. 
 
Danach erfolgte die Hybridisierung der Microarrays mit der cRNA. Die Cy3-gekoppelte 
amplifizierte RNA wurde für 30 min bei 60°C fragmentiert. Die fragmentierte RNA wurde mit 
dem Hybridisierungspuffer versetzt und auf das Microarray pipettiert. Das Microarray wurde 
in der zugehörigen Kammer im Hybridisierungsofen für 18 h bei 65°C inkubiert. Nach 
erfolgreicher Hybridisierung wurden diverse Waschschritte mit Wash Buffer 1 und 2 durchge-
führt. Das Einscannen und die Datenextraktion erfolgten mit dem Agilent Scanner und einer 
Scan-Auflösung von 5 µm. Nach einer weiteren Software- gestützten Qualitätskontrolle 
konnten die Daten abschließend mit der Freeware SUMO-Software V1.60 (Statistical Utility 
for Microarray and Omics data implementiert von Christian Schwager) analysiert werden.Die 
Analyse der Daten wurde folgendermaßen durchgeführt: 
Alle nicht- kodierenden Sequenzen (Kontrollhybridisierungen, Negativ- und Positiv- sowie 
Hintergrundkontrollen) und alle unbekannten Gene wurden aus der Analyse heraus-
genommen. Des Weiteren wurden alle Gene mit einer zu schwachen Signalintensität 
(Grenzwert 1x107) verworfen, so dass für die Analyse 23.812 Gene übrig blieben. 
Diese Gene wurden mit der Funktion „quantile normalisation“  und „virtual pool normalization“ 
normalisiert und anschließend log2 transformiert. 
Für den Vergleich von H- und HI-Tumoren wurde ein gepaarter zweiseitiger Student‘s t-Test 
verwendet. Eine einfaktorielle ANOVA-Varianzanalyse wurde für den Vergleich von 
unbestrahlten HI-Tumoren und den jeweiligen Zeitpunkten nach Photonen- und 12C- RT 
durchgeführt. Weiterhin wurden nur Gene mit bekannter Funktion in die Analyse einbezogen. 
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2.10 Charakterisierung von Tumorsubpopulationen 
Verschiedene Tumorsubpopulationen wurden anhand ihres Ploidiestatus und Vorhanden-
seins bestimmter Oberflächenmarker durchflusszytometrisch und histologisch untersucht. 




2.10.1 Durchflusszytometrische Analysen 
Die durchflusszytometrischen Zellzyklusanalysen wurden einzeln und in Kombination mit 
verschiedenen Oberflächenmarkern durchgeführt, um eine Korrelation der Marker mit 
einzelnen Zellzyklusphasen bzw. dem Ploidiegehalt zu erhalten. Die Analyse erfolgte 
ausschließlich in Einzelzellsuspensionen, die aus kryokonserviertem, unbehandeltem Tumor-
material stammten.  
 
 
2.10.1.1 Zellpräparation aus soliden Tumoren 
Die Tumore wurden frisch aus unter CO2- Atmosphäre getöteten Tieren präpariert und in 
DMEM- Medium (Biochrom, Berlin) mit 2% BSA (Serva, Heidelberg) überführt. Mit Hilfe von 
Einmalskalpellen (FST, Heidelberg) wurden sie in kleine ca. 1x1 mm große Stücke 
geschnitten. Anschließend wurde das Gewebe in CO2- Independent Medium (Gibco / Life 
technologies, Darmstadt) überführt und in MACS C-Tubes mittels MACS-Dissociator 
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) zerkleinert. Danach wurde die Tumorsuspension 
(20 ml) mit 4 ml Kollagenase IV + 25 µl DNase I (beides von Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
versetzt und im MACS Rotator (Miltenyi, Bergisch Gladbach) für 2 h bei 37°C inkubiert. Dann 
wurde durch Zugabe von 500 µl FCS (Biochrom, Berlin) die Reaktion abgestoppt und bei 
1.600 rpm, 5 min bei 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 25 ml PBS gelöst und 
anschließend durch einen 40 µm Filter filtriert (BD Biosciences, Heidelberg). Die so 
erhaltenen Zellen konnten nun nachfolgend für die FACS- Sortierung (siehe Kapitel 2.11.2), 
Färbungen oder MACS-Anreicherung (siehe Kapitel 2.11.1) verwendet werden. 
 
 
2.10.1.2 Zellzyklusbestimmung mit DAPI 
Kryokonserviertes Material wurde aus dem flüssigen Stickstoff entnommen und in einer 
Petrischale aufgetaut. Die Tumorfragmente oder murines Prostatagewebe wurden mit  
2,1%-iger Zitronensäure mit 0,5% Tween 20 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) überschichtet und 
kleingeschnitten. Anschließend wurden die Zellen in einem Reaktionsgefäß für 20 min bei 
Raumtemp. geschüttelt. 700 µl Zellsuspensionsüberstand wurden mit 2 µg / ml 4',6-Diamidin-
2-phenylindol (DAPI, PARTEC, Münster) in 4 ml Phosphatpuffer (7,1 g Na2HPO4 auf 100 ml 
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ddH2O, pH8,0) gefärbt. Nach 30 min Inkubationsdauer wurde der DNA-Gehalt und die 
Zellzyklusverteilung an einem PAS II Durchflusszytometer (PARTEC, Münster) mit einer 
100 W Quecksilberdampflampe gemessen. Es wurden die Filter KG1, BG38, UG1 für die 
Anregung und GG435 als Abgrenzungsfilter sowie TK420 als dichroitischer Spiegel 
verwendet. Die Zellzyklusanalyse wurde mittels Multicycle Software (Phoenix Flow Systems, 
San Diego, CA, USA) durchgeführt. Es wurden jeweils 20.000 Zellen analysiert. 
 
 
2.10.1.3 Antikörperfärbungen in soliden Tumoren (CD24, CD44, CD133, CD326, 
ZK 5 / 8, ZK 19) 
Multiparametrische Analysen von Zelloberflächenmarkern und Zytokeratinen wurden mit 
kryokonserviertem, unbehandeltem Tumor- oder Prostatagewebe auf Eis durchgeführt. Die 
Einzelzellsuspensionen wurden über Filtrierung der Fragmente durch ein Zellsieb mit 70 µm 
Porengröße (Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg) hergestellt. Die Zellen wurden mit 4 ml 
Isolationspuffer (bestehend aus PBS (2,68 mM KCl; 136,89 mM NaCl; 1,47 mM KH2PO4; 
6,46 mM Na2HPO4 x 2H20), 2 mM EDTA (Titriplex III, Merck, Darmstadt) und 0,5% BSA 
(Serva, Heidelberg) eingestellt auf pH7,2) versetzt. Das Protokoll ist aus Ehemann et al. [84], 
entnommen. 
Durch Phasenkontrastmikroskopie wurde die intakte Struktur des Zellkerns und der 
Plasmamembran überprüft. Damit sich die Zellen absetzen konnten, wurden sie 15 min auf 
Eis gestellt. Aus der untersten Fraktion wurden nun 100 µl Zellen mit jeweils 10 µl 
Antikörperlösung für mindestens 30 min inkubiert. Für die direkte Zellmarkierung wurden 
CD24-PE (555428, BD-Pharmingen, San Jose, CA, USA), CD44-FITC (ab 27285, Abcam, 
Cambridge, UK), CD133-PE (130080801, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach), CD326-FITC 
(MCA1870FT, AbD Serotec, Düsseldorf) Antikörper verwendet. Eine indirekte Färbemethode 
musste für Zytokeratin 5 / 8 (sc-32328, Santa Cruz, Heidelberg) und Zytokeratin 19 (251400, 
Abbiotec, San Diego, USA) verwendet werden. Sie wurden jeweils mit einem AlexaFluor-488 
konjugierten Sekundär-Ak (Molecular Probes, Invitrogen, Eugene USA) nachgewiesen. Als 
Isotypkontrolle und für die Abgrenzung von positiven und negativen Zellen wurden PE-IgG 
und FITC-IgG (BD-Pharmingen, San Jose, USA) benutzt. Für die simultane Aufzeichnung 
des DNA-Gehaltes und der der Zellzyklusverteilung wurde zusätzlich noch eine DAPI-
Färbung durchgeführt. Vor der Messung wurde die Membranfärbung in einem Fluoreszenz-
mikroskop überprüft.  
Es wurden jeweils 10.000 Zellen an einem Galaxy Pro Flow Durchflusszytometer (PARTEC, 
Münster) analysiert. Dabei wurde DAPI mit einer 100 W Quecksilberdampflampe, FITC und 
PE mit einem Argon Laser angeregt. Die FITC und PE-Fluoreszenzen wurden logarithmisch, 
DAPI hingegen linear gemessen. Die Datenanalyse multiparametrischer Messungen erfolgte 
mit der Flowmax Software (PARTEC, Münster), die Zellzyklusanalyse mit der Multicycle 
Software (Phoenix Flow Systems, San Diego, CA, USA). Auf die Benutzung von Enzymen 
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und Zentrifugationsschritten wurde während der gesamten Präparation verzichtet, um die 
Oberflächenstrukturen der Zellmembranen nicht zu beeinflussen. Für jede Analyse wurden 





Für die Standardzellkultur wurde RPMI 1640-Medium oder DMEM-Medium (beide Gibco / 
Life Technologies, Darmstadt) verwendet. Die Zellen wurden jeweils 1:5 in Medium mit 10% 
FCS (Biochrom, Berlin) und 10% Penicillin/ Streptomycin (Stammlösung: 10.000 U/ ml 
Penicillin/ 10.000 µg/ ml Streptomycin (PAA, Cölbe)) passagiert. Für die Passage wurden die 
Zellen mit 5 ml Accutase (Invitrogen, Karlsruhe) und einem Zellschaber (SpectraLab, 
Ontario, Kanada) aus der Zellkulturflasche abgelöst. Anschließend wurden die Zellen mit 
PBS (Biochrom, Berlin) gewaschen und bei 1.600 rpm, 5 min, 4°C zentrifugiert und wieder in 
neue Zellkulturflaschen (Greiner, Nürtingen) ausgesät. Die Inkubation der Zellen erfolgt bei 
37°C und 5% CO2 mit gesättigter Luftfeuchte. 
 
 
2.10.2.1 Kryokonservierung von Zelllinien 
Die in der Zellkultur gewachsenen Zellen werden in RPMI 1640-Medium (Gibco / Life 
Technologies, Darmstadt) mit 20% FCS (Biochrom, Berlin) und 10% DMSO (Sigma-Aldrich, 




2.11 Tumorinduktionsanalyse mittels Limiting Dilution Assay (LDA) 
Mit dem Ziel Tumor- induzierende Zellen zu identifizieren, wurde eine Tumorinduktions-
analyse mit dem sogenannten Limiting Dilution Assay (LDA) durchgeführt. Dabei wurden 
verschiedene Zellzahlen s.c. in Tiere appliziert und beobachtet, ob innerhalb von maximal 
300 Tagen neue Tumore entstehen. 
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2.11.1 Anreicherung von CD24+ - Zellen mittels MACS 
Die Präparation der Zellen erfolgte wie in Kapitel 2.11.2 beschrieben. Die vereinzelten 
Zellen wurden in CO2-Independent Medium (Gibco / Life Technologies, Darmstadt) mit 1% 
BSA durch ein 40 µm Sieb gefiltert und anschließend zweimal mit 10 ml PBS / 1% BSA 
gewaschen (1.600 rpm, 5 min, 4°C). Die in 100 µl PBS / 1% BSA resuspendierten Zellen 
wurden mit CD24-PE (BD, Heidelberg, Katalognummer: 562104), 1:100 in PBS / 1% BSA 
verdünnt, für 30 min auf Eis gefärbt. Damit die CD24+ - Zellen durch magnetische Beads 
angereichert werden konnten, mussten die Zellen im Verhältnis 1:5 mit anti-PE Microbeads 
(Miltenyi, Bergisch Gladbach) für 30 min auf Eis gefärbt werden. MACS Microbeads sind 
50 nm große superparamagnetische Kolloid-Partikel, die mit einem hoch spezifischen 
Antikörper gekoppelt sind (hier PE). Nach einem weiteren Waschschritt wurden die CD24+ - 
Zellen mit dem AutoMACS Pro (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) aufgereinigt. 
Anschließend wurde die Erfolgsquote mittels FACS- Analyse bestimmt. 
Für die FACS- Analyse wurden die gefärbten Zellen erneut in 1 ml PBS / 1% BSA ge-
waschen (1.600 rpm, 5 min, 4°C) und in 500 µl resuspendiert. Danach wurden die Zellen 
gefiltert (Porengröße: 40 µm) und in Polypropylen-Reaktionsgefäße (352053, BD, 
Heidelberg) überführt (Polystyrene Reaktionsgefäße dürfen nicht verwendet werden). Die 
Messung erfolgte am Cyan ADP MLE Durchflusszytometer (DakoCytomation, Glostrup, 




2.11.2 Zellsortierung aus soliden Tumoren mit dem FACS 
Die Zellaufarbeitung erfolgte wie in Kapitel 2.10.1.1 beschrieben. Nach zwei weiteren 
Waschschritten mit 1 ml PBS wurden je 100 µl Zellen (1x106) mit 10 µl CD24-PE (562104, 
BD, Heidelberg) und 10 µl CD45-APC (17-0461, eBioscience, San Diego, CA, USA) sowie 
2 µl Propidiumjodid (1 mg / ml, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) für 30 min im Dunkeln auf Eis 
gefärbt. Anschließend wurde ein weiteres Mal mit 1 ml PBS gewaschen, die Zellen durch ein 
40 µm Sieb gefiltert und in PBS mit 1% BSA und Rock Y-27632-Inhibitor (10 µM, Tocris 
Bioscience, Bristol, UK) gelöst. Für die FACS- Sortierung (FACS Aria, BD, Heidelberg) 
wurden Polypropylen-Reaktionsgefäße (352063, BD, Heidelberg) verwendet. Es wurden 
CD24+/CD45-, CD24-/CD45- sortiert. Die Analyse Parameter wurden mittels Isotypkontrollen, 
einzelgefärbten Zellen und ungefärbten Zellen eingestellt. Die Sortierung dauerte abhängig 
von der Ausgangsanzahl an CD24+/CD45- -Zellen zwischen 4 und 8 Stunden, solange 
wurden die Zellen auf Eis gelagert. Nach erfolgreicher FACS- Sortierung wurden die Zellen 
entweder in vitro kultiviert (siehe Kapitel 2.11.3) oder aber mit unterschiedlichen Zellzahlen 
in Tiere injiziert (siehe Kapitel 2.11.4 und 2.11.5). 
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2.11.3 Etablierung von Tumorzelllinien in vitro 
Da keine in vitro Kultivierung für die drei Sublinien zur Verfügung steht, sollte eine 
Etablierung der Zellkultur angestrebt werden. Dabei wurden zwei Ansätze verfolgt. Zum 
Einen wurden die aus der MACS-Anreicherung (siehe Kapitel 2.11.1) bzw. FACS- 
Sortierung (siehe Kapitel 2.11.2) gewonnen Zellen direkt in verschiedene Zellkulturflaschen 
mit CO2-Independent Medium (Gibco / Life Technologies, Darmstadt) ausgesät. Es wurden 
verschiedene Zellkulturflaschen (Greiner white-cap, red-cap, blue-cap und verschiedene 
Primaria Flaschen für Adhäsionszellkultur) für die Initialzellkultur verwendet, um die 
Ausbeute zu erhöhen. Zum Anderen wurden unbehandelte, frisch aus dem Tier präparierte 
Tumore vereinzelt (siehe Kapitel 2.10.1.1) und in unterschiedliche Medien (RPMI 1640, 
DMEM, CO2-Independent Medium) ausgesät. Die Zellen wurden je nach Konfluenz 
passagiert (siehe Kapitel 2.10.2). 
 
 
2.11.4 Etablierung von Tumorzelllinien in vivo 
Die aus der MACS-Anreicherung (siehe Kapitel 2.11.1), FACS- Sortierung (siehe Kapitel 
2.11.2) oder Zellkultur (siehe Kapitel 2.11.3) entnommenen Zellen wurden mit Trypanblau 
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen) gefärbt und gezählt (Neubauer-Zählkammer). Die Zellen 
wurden bei 1.600 rpm, 5 min bei 4°C zentrifugiert und in PBS (Volumen abhängig von der 
Zellzahl) aufgenommen. Die Zellen wurden bis zur Injektion im Verhältnis 1:1 mit Matrigel 
gemischt (BD, Cat. No. 356234) auf Eis gelagert. 100 µl der Matrigel- Zellsuspension wurden 
mit einer 20 G Kanüle (BD, Heidelberg) subkutan in die rechten und linken Oberschenkel von 
männlichen Copenhagen-Ratten injiziert. Die stabilisierende Matrigel- Matrix wurde innerhalb 
einer Woche resorbiert. 
 
 
2.11.5 Limiting Dilution Assay (LDA) 
Ziel des LDA ist die Bestimmung der Tumor- induzierenden Aktivität in Abhängigkeit von der 
eingesetzten Lebendzellzahl. Damit kann ermittelt werden, wie viele Zellen nötig sind, um 
einen Tumor im Tier zu etablieren. Das Injektionsverfahren ist in Kapitel 2.11.4 beschrieben. 
Die Zellzahlen wurden mittels Trypanblaufärbung in einer Neubauer-Zählkammer 
(Kammerfaktor: 10.000) bestimmt und in seriellen Verdünnungsreihen für die Injektionen 
eingestellt. Die injizierten Zellzahlen sind abhängig von der Menge sortierter Zellen. Für die 
HI-Sublinie konnte eine Zellzahl von 10 bis 200.000 injiziert werden, für den H-Tumor 10 bis 
100.000 Zellen. Da der AT1 nur 0,5% CD24+/CD45- - Zellen enthielt, war die Ausbeute so 
gering, dass nur Zellzahlen von 10 bis 1.000 Zellen injiziert werden konnten. Als Kontrolle 





3.1.1 R3327-H Tumore 
Die Charakterisierung der Strahlenreaktion eines Tumors erfolgte über die volumetrische 
Messung. Die Wachstumskurven zeigen hierbei die Volumenänderungen des Tumors nach 
Bestrahlung, bezogen auf das Ausgangsvolumen zum Bestrahlungszeitpunkt.  
 
Abb. 6: Repräsentative Wachstumskurven des H-Tumors für verschiedene Dosisgruppen nach 
1 Fx Photonen in Abhängigkeit von der Zeit. Kontrolltumore sind unbehandelt. Das 
Wachstumsverhalten wurde separat für lokal kontrollierte (LC) und lokal unkontrollierte (nLC) Tumore 
dargestellt. Die Wachstumskurven wurden auf das Ausgangsvolumen zum Bestrahlungszeitpunkt 
(Tag 0) normiert. Die Symbole spiegeln die Mittelwert ± SD wider. 
 
Zur besseren Darstellung der Wachstumskurven nach 1 Fx Photonen sind in Abb. 6 nur 
einige wenige Dosisgruppen dargestellt. Des Weiteren sollen sie den Volumenverlauf für 
nicht kontrollierte (nLC) und lokal kontrollierte (LC) Gruppen erklären. Unbehandelte Tumore 
(Kontrolle) erreichten innerhalb kürzester Zeit das 5-fache ihres Ausgangsvolumens. In den 
bestrahlten Gruppen war die Wachstumsverzögerung Dosis- abhängig. Unabhängig vom 
lokalen Kontrollstatus zeigte sich eine geringfügige Volumenzunahme innerhalb der ersten 3 
Wochen nach Bestrahlung. Danach konnte eine Dosis- abhängige Volumenabnahme (43, 
50, 58 Gy) oder aber eine weitere Volumenzunahme (30 Gy) beobachtet werden. Auch lokal 
nicht kontrollierte Tumore (alle nLC- Gruppen) zeigten zunächst eine Volumenabnahme 
bevor das Wachstum erneut einsetzte. Die lokal kontrollierten Tumore (alle LC- Gruppen) 
schrumpften bis zu einem konstanten Volumen und zeigten innerhalb der Beobachtungszeit 
keine erneute Volumenzunahme. 
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Für den hoch differenzierten H-Tumor blieb in allen lokal kontrollierten Gruppen ein kleines 
Restvolumen zurück. Aus diesem Grund und wegen des langsamen Tumorwachstums 
wurde die Beobachtungszeit auf 400 Tage erhöht. Dies hatte eine bessere Erkennung von 
Rezidiven zur Folge, deren Wachstumsstatus zum Zeitpunkt 300 Tage nicht eindeutig zu 
bestimmen war. Bei 30 Gy waren alle Tumore unkontrolliert, hingegen bei 58 Gy waren alle 
Tumore kontrolliert. Grundsätzlich sind die Wachstumskurven für Photonen und 12C- Ionen 
sehr ähnlich. Allerdings scheint die Wachstumsverzögerung für 12C- Ionen noch länger zu 
sein (Abb. 7). Außerdem verhielten sich die Gruppen bzw. die Rezidivzeitpunkte in den 12C- 
bestrahlten Gruppen homogener, so dass sich kleinere Standardabweichungen ergaben. 
Schließlich war die Volumenzunahme in den ersten Wochen nach 12C- Bestrahlung nicht so 
ausgeprägt. 
 
Abb. 7: Repräsentative Wachstumskurven des H-Tumors für verschiedene Dosisgruppen nach 
1 Fx 12C- Ionen in Abhängigkeit von der Zeit. Kontrolltumore sind unbehandelt. Das 
Wachstumsverhalten wurde separat für lokal kontrollierte (LC) und lokal unkontrollierte (nLC) Tumore 
dargestellt. Die Wachstumskurven wurden auf das Ausgangsvolumen zum Bestrahlungszeitpunkt 
(Tag 0) normiert. Die Symbole spiegeln die Mittelwerte ± SD wider. 
 
Es wurden nur die Wachstumskurven für Einzeitbestrahlungen (1 Fx) abgebildet, da die 
Wachstumskurven für Einzeit- und Zweifachbestrahlungen (2 Fx) vergleichbar sind. 
Anhand der Rezidive in den unterschiedlichen Dosisgruppen lässt sich der Zeitpunkt des 
erneuten Tumorwachstums nach Bestrahlung in Abhängigkeit von der Dosis untersuchen. In 
Abb. 8 ist der Zeitpunkt der ersten detektierbaren Volumenzunahme gegen die Dosis 
aufgetragen. Die Rezidivbildung zeigte eine deutliche Dosis- Abhängigkeit. Je höher die 
bestrahlte Dosis desto später erfolgte das Tumorrezidiv. Dieses Verhalten ist unabhängig 
von der Strahlqualität. Für die 2 Fx Experimente ist die Abhängigkeit nur schwach 
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ausgeprägt, was vermutlich an den sehr hohen Bestrahlungsdosen und den entsprechend 
wenigen beobachteten Rezidiven lag. Inzwischen wurden weitere Bestrahlungsdosen 
(< 24 Gy für 12C- Ionen und < 50 Gy für Photonen) hinzugefügt. Diese Experimente befinden 
sich derzeit noch in der Nachbeobachtung, so dass zum jetzigen Zeitpunkt keine Aussage 
über deren Rezidivzeitpunkte gemacht werden kann. 
 
 
Abb. 8: Zeitpunkt der Rezidive des H-Tumors in Abhängigkeit von der Bestrahlungsdosis. Es 
wurde die erste detektierbare Volumenzunahme des Tumorrezidivs gemessen und pro Dosisgruppe 
jeweils getrennt für Photonen und 12C sowie Einzeit- oder Zweifachbestrahlung aufgetragen. Die 
Symbole zeigen Mittelwert ± SD. 
 
 
3.1.2 R3327-HI Tumore 
Auch für den HI-Tumor wurden Wachstumskurven nach 1 und 2 Fx Photonen- bzw. 12C- 
Ionen erstellt. Der Verlauf der Kurven ist vergleichbar mit den Wachstumsverzögerungs-
kurven des H-Tumors (siehe Kapitel 3.1.1). Für eine bessere Übersicht werden nur eine 
unbehandelte Kontrolle, eine komplett unkontrollierte, eine komplett lokal kontrollierte 
Dosisgruppe, sowie eine Dosisgruppe mit sowohl kontrollierten als auch unkontrollierten 
Tieren gezeigt (Abb. 9 und Abb. 10). Die Wachstumskurven zeigen eine Volumenversechs-
fachung von unbehandelten HI-Kontrolltumoren innerhalb von 2 Wochen. Insgesamt sind die 
Wachstumskurven von Photonen- und 12C- bestrahlten Tumore sehr ähnlich, auffallend ist 
aber die längere Wachstumsverzögerung bei unkontrollierten Tumoren nach 12C- RT im 
Vergleich zu isoeffektiven Photonendosen (z.B. 45 Gy Photonen vs. 17 Gy 12C). Außerdem 
konnten spät- auftretende Rezidive nach Photonen RT zwischen Tag 120 bis150 detektiert 
werden (Abb. 9). 
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In der 65 Gy Photonengruppe (Abb. 9 rechte gelbe Kurve) und auch bei 29 Gy 12C (Abb. 10 
grüne rechte Kurve) gab es jeweils ein Tier mit sehr langer Latenzzeit (d.h. Zeit, die bis zum 
Auftreten eines Rezidivs vergeht).  
 
Abb. 9: Repräsentative Wachstumskurven des HI-Tumors für verschiedene Dosisgruppen 
nach 1 Fx Photonen in Abhängigkeit von der Zeit. Kontrolltumore sind unbehandelt. Das 
Wachstumsverhalten wurde separat für lokal kontrollierte (LC) und lokal unkontrollierte (nLC) Tumore 
dargestellt. Die Wachstumskurven wurden auf das Ausgangsvolumen zum Bestrahlungszeitpunkt 
(Tag 0) normiert. Die Symbole spiegeln die Mittelwerte ± SD wider. 
 
Hingegen traten bei 12C- bestrahlten Tumoren die Rezidive oft erst nach Tag 200 auf (Abb. 
11). Allerdings ist in den 100% lokal kontrollierten Gruppen (75 Gy Photonen und 37 Gy 12C) 
kein Unterschied zu finden, in beiden Fällen waren ab 50 Tagen keine Tumore mehr bis zum 
Tag 300 detektierbar. Insgesamt liefen die Volumenveränderungen des HI nach Bestrahlung 
deutlich schneller ab als bei H-Tumoren. In lokal kontrollierten HI-Tumoren war unabhängig 
von der Strahlqualität kein palpierbarer Tumorrest mehr vorhanden. 
Für den HI-Tumor wurde eine Rezidivbildung als Volumenzunahme oder erstes 
Wiederauftreten eines palpierbaren Tumors (bei vorher komplett verschwundenem Tumor) 
definiert. Hierbei wurde eine klare Dosis- Abhängigkeit der Rezidiventstehung für 12C- 
bestrahlte HI-Tumore (1 Fx und 2 Fx) gefunden (Abb. 11). In den Experimenten mit 
Photonen-Bestrahlung ergab sich keine Dosis- Abhängigkeit, über einen weiten Dosisbereich 
lagen die Rezidivzeitpunkte bei 50 bis 100 Tagen. Diese Beobachtung war unabhängig von 




Abb. 10: Repräsentative Wachstumskurven des HI-Tumors für verschiedene Dosisgruppen 
nach 1 Fx 12C- Ionen in Abhängigkeit von der Zeit. Kontrolltumore sind unbehandelt. Das 
Wachstumsverhalten wurde separat für lokal kontrollierte (LC) und lokal unkontrollierte (nLC) Tumore 
dargestellt. Die Wachstumskurven wurden auf das Ausgangsvolumen zum Bestrahlungszeitpunkt 




Abb. 11: Zeitpunkt der Rezidive des HI-Tumors in Abhängigkeit von der Bestrahlungsdosis. 
Die erste detektierbare Volumenzunahme oder Palpierbarkeit des Tumorrezidivs wurde gemessen 
und pro Dosisgruppe jeweils getrennt für Photonen und 12C sowie Einzeit- oder Zweifachbestrahlung 
aufgetragen. Die Symbole zeigen Mittelwert ± SD. 
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3.2 Dosis-Wirkungskurven 
Basierend auf den Wachstumskurven wurde festgestellt, ob ein Tumor zum Zeitpunkt 
300 Tage nach Bestrahlung lokal kontrolliert war oder nicht. An die pro Dosispunkt 
bestimmten aktuarischen Tumorkontrollraten wurden anschließend Dosis-Wirkungskurven 
(DWKs) angepasst. Diese beschreiben die Wahrscheinlichkeit einer lokalen Kontrolle des 
Tumors in Abhängigkeit von der Dosis. 
 
3.2.1 Einzeitbestrahlungen (1 Fx) 
Nachfolgend sind die DWKs für einzeitbestrahlte H-, HI- und AT1-Tumore mit Photonen und 
12C (Abb. 12) abgebildet. Die Ergebnisse der AT1-Sublinie dienen als Vergleichswert für 
einen anaplastischen/undifferenzierten Tumor. 
Für den H- und HI-Tumor wurden zwei verschiedene Endpunkte zur Bestimmung der DWKs 
gewählt. In Anlehnung an die Ergebnisse des AT1 wurde lokale Tumorkontrolle nach 
300 Tagen als primärer Endpunkt verwendet. 
Die Photonen- DWKs für den hoch differenzierten H-Tumor und den moderat differenzierten 
HI-Tumor liegen wie erwartet bei höheren Dosen als die 12C- DWKs, allerdings ist der 
Abstand beider Kurven wesentlich geringer als beim anaplastischen AT1. Dabei hat sich die 
Photonen- DWKs für den H-Tumor deutlich an die 12C- DWKs angenähert. Für den HI-Tumor 
liegt die Photonen- DWKs nur bei etwas kleineren Dosen, als die AT1- DWK. 
Insgesamt verschieben sich die 12C- DWKs nur geringfügig zu höheren Dosen mit 
abnehmender Differenzierung (H → HI → AT1). In den Photonen- DWKs ist dieser Verschie-
bungseffekt jedoch wesentlich ausgeprägter. Dies bestätigt eine höhere Effektivität der 12C- 
Ionen für alle drei Sublinien, die mit dem Entdifferenzierungsgrad des Tumors zunimmt. 
Wie bereits in den Wachstumskurven veranschaulicht (Abb. 6 und Abb. 7), blieb nach 
Bestrahlung von H-Tumoren ein Restvolumen zurück, in dem eventuell wiederauftretende 
Rezidive aufgrund der geringen Wachstumsgeschwindigkeit dieses Tumors nur sehr schwer 
zu erkennen waren. Daher wurden die Restknoten nach 300 Tagen entnommen und 
histologisch auf ihre Proliferationsfähigkeit untersucht. Mit diesem Parameter wurde der 
zweite Endpunkt „die Abwesenheit von proliferierenden Tumorzellen“ definiert (Abb. 12). Es 
zeigte sich, dass die DWKs für diesen sekundären Endpunkt zu höheren Dosen tendieren, 
wobei die Verschiebung bei Photonen ausgeprägter war. Allerdings wurde auf Grundlage 
des sekundären Endpunktes der biologische Endpunkt 100% lokale Tumorkontrolle bei 
keiner der mit Photonen und Kohlenstoffionen applizierten Strahlendosen erreicht. 
Im Vergleich zu den generell sehr steilen 12C- DWKs und den Photonen- DWKs des AT1 ist 





Abb. 12: Dosis-Wirkungskurven nach 1 Fx Photonen oder 12C von H- (oben), HI- (Mitte) und 
AT1-Tumor [52] (unten). Tumorkontrollwahrscheinlichkeiten sind in Abhängigkeit von der 
Bestrahlungsdosis aufgetragen. Der Standardfehler des TCD50-Wertes ist eingezeichnet. Die 
durchgezogenen Linien beziehen sich auf den Endpunkt lokale Kontrolle nach 300 Tagen Beobach-
tungszeit. Zusätzlich wurde ein zweiter Endpunkt („Histo“ für den H-Tumor und „320 d“ für den HI-
Tumor) eingeführt (gestrichelte Linien, ungefüllte Symbole).   
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Der HI-Tumor zeigte normalerweise deutlich unterhalb der Beobachtungszeit von 300 Tagen 
Rezidivbildung (Abb. 11), aber für einzeitbestrahlte HI-Tumore konnten jeweils in der 
höchsten Dosisgruppe für Photonen- (1 Rezidiv nach 305 d) und 12C- RT (2 Rezidive nach 
320 d) Rezidive später als 300 Tage nach Bestrahlung detektiert werden. Deshalb wurde die 
Analyse auch für den sekundären Endpunkt „lokale Kontrolle nach 320 Tagen“ durchgeführt. 
Es lässt sich feststellen, dass die Analyse der DWKs nach 320 Tagen, in denen jeweils ein 
lokal kontrolliertes Tier in den höchsten Dosisgruppen zu einem unkontrollierten Tier 
herabgestuft wird, kaum Einfluss auf den TCD50- Wert hat. 
 
3.2.2 Zweifachbestrahlungen (2 Fx) 
Neben den Einzeitbestrahlungen (Abb. 12) wurden auch Zweifachbestrahlungen (Abb. 13) 
durchgeführt. Der Verlauf aller 2 Fx DWKs ist mit den 1 FX DWKs vergleichbar. 
Wie erwartet, verschiebt sich die Gesamtdosis bei 2 Fx hin zu höheren Dosen. Dabei erhöht 
sich der TCD50-Wert für 12C- bestrahlte AT1-Tumoren nur leicht, während er für Photonen um 
mehr als 10 Gy ansteigt. Dadurch wird der Abstand zwischen beiden DWKs für 2 Fx größer. 
Für den H-Tumor haben die verwendeten Bestrahlungsdosen nur den oberen Teil der DWK 
abgedeckt. Daher wurde ein weiteres Experiment mit zusätzlichen Dosispunkten im unteren 
Bereich der DWK durchgeführt (35 bis 50 Gy für Photonen bzw. 16 und 20 Gy für 12C), das 
sich allerdings noch in der Nachbeobachtungszeit befindet. Deswegen konnten an diese 
Daten keine DWKs angepasst, sondern nur TCD50- Werte abgeschätzt, werden. Die 
Photonen-DWK für 2 Fx ist im Vergleich zu der 12C- DWK deutlich stärker zu höheren Dosen 
hin verschoben, was wiederum auch für den H-Tumor zu einer Vergrößerung des Abstandes 
der beiden Kurven und damit zu einer höheren relativen biologischen Effektivität führt. 
Auch für 2 Fx-RT wurde der sekundäre Endpunkt „histologische Abwesenheit von 
proliferierenden Tumorzellen“ untersucht. Wie bereits für 1 Fx ersichtlich (Abb. 12), führt die 
Einführung dieses sekundären Endpunktes zu einer Verschiebung der Datenpunkte zu 
höheren Dosen (Abb. 13). Insgesamt ändert sich das Verhältnis von Photonen- zu 12C- 
DWKs nicht, da beide Kurven ungefähr um den gleichen Wert zu höheren Dosen hin 
verschoben sind. Eine genaue Aussage wird aber erst nach Berechnung kompletter DWKs 
mit Dosisgruppen, die 100% und 0% lokale Kontrolle enthalten, möglich sein. Im Vergleich 
zum AT1 müssen deutlich geringere Photonendosen appliziert werden um den H-Tumor 
lokal zu kontrollieren. Im Gegensatz dazu sind die 12C- Dosen nur unwesentlich geringer. 
Da die Beobachtungszeit der 2 Fx-RT für HI-Tumore gerade erst beendet wurde, wurden aus 
den experimentellen Daten noch keine kompletten DWKs berechnet, sondern nur der Wert 
für TCD50 abgeschätzt. Auch für 2 Fx ist der Kurvenverlauf für Photonen-RT deutlich flacher 
als für 12C- RT. Beide Kurven sind unabhängig von der Strahlqualität nach rechts zu höheren 




Abb. 13: Dosis-Wirkungskurven nach 2 Fx Photonen oder 12C von H- (oben), HI- (Mitte) und 
AT1-Tumor [52] (unten). Tumorkontrollwahrscheinlichkeiten sind in Abhängigkeit von der 
Bestrahlungsdosis aufgetragen. Der Standardfehler des TCD50-Wertes ist eingezeichnet (AT1). Die 
durchgezogenen Linien beziehen sich auf den Endpunkt lokale Kontrolle nach 300 Tagen Beobach-
tungszeit. Zusätzlich wurde ein zweiter Endpunkt („Histo“ für den H-Tumor) eingeführt (ungefüllte 
Symbole). Bisher wurden keine kompletten DWKs für H- und HI-Tumor berechnet, da die 
Beobachtungszeit noch nicht (H) bzw. erst kürzlich beendet wurde (HI).  
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Da später als 300 Tage keine Rezidive mehr detektiert wurden, gibt es für die 2 Fx nur eine 
Analyse mit dem primären Endpunkt. 
 
 
3.3 Relative biologische Wirksamkeit (RBW) von Kohlenstoffionen 
In Tab. 6 sind die aus den DWKs (Abb. 12, Abb. 13) erhaltenen TCD50- Werte eingetragen. 
Nach Einzeitbestrahlung nimmt die RBW auf Grundlage des primären Endpunktes „lokale 
Tumorkontrolle“ mit abnehmendem Differenzierungsgrad (H > HI > AT1) von 1,62 ± 0,11 auf 
2,30 ± 0,08 zu. Die Ergebnisse zeigen außerdem, dass die Erhöhung der RBW v.a. auf dem 
stärkeren Anstieg der TCD50-Werte für Photonen mit zunehmender Differenzierung basiert. 
 
Tab. 6: Übersicht der TCD50-Werte und zugehörige RBW-Werte von H-, HI- und AT1-Tumoren 
mit 1 Fx oder 2 Fx Photonen- und 12C- RT. Die Werte stellen Mittelwerte ± SEM dar. Für 2 Fx 
Experimente des H- und HI-Tumors wurden wegen noch laufender bzw. erst gerade abgeschlossener 
Nachbeobachtungen nur Abschätzungen angegeben. 
Endpunkt 




 LC (300 d) 38,2 ± 1,8 23,6 ± 1,1 1,62 ± 0,11 
 Histo 48,3 ± 2,8 26,8 ± 1,0 1,80 ± 0,13 
HI-Tumor 
 LC (300 d) 62,4 ± 3,2 30,0 ± 1,1 2,08 ± 0,13 
 LC (320 d) 63,9 ± 3,9 31,6 ± 1,6 2,03 ± 0,16 
AT1-Tumor 75,7 ± 1,6 32,9 ± 0,9 2,30 ± 0,08 
2 Fraktionen 
H-Tumor 
 LC (300 d) ≈ 52 ≈ 27 ≈ 1,9 
 Histo ≈ 62 ≈ 30 ≈ 2,0 
HI-Tumor 
 LC (300 d) ≈ 75 ≈ 36 ≈ 2,1 
AT1-Tumor 90,6 ± 2,3 43,7 ± 2,3 2,67 ± 0,15 
 
 
Die Einführung des sekundären Endpunktes „lokale Kontrolle nach 320 Tagen“ für den HI-
Tumor lieferte keine nennenswerte Veränderung der RBW, da sich die TCD50-Werte im 
selben Verhältnis leicht erhöhen. Im Gegensatz hierzu beeinflusst der sekundäre biologische 
Endpunkt „histologische Abwesenheit von proliferierenden Tumorzellen“ die RBW erheblich, 
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weil dadurch der TCD50-Wert für 12C- RT nur um 3 Gy, aber für Photonen- RT mehr als 
10 Gy zunimmt. 
Bei Aufteilung der applizierten Strahldosis in zwei Fraktionen im Abstand von 24 Stunden 
ergab sich ein ähnliches Ergebnis. Hier waren die vorläufigen RBW-Werte für 2 Fx-bestrahlte 
HI-Tumore nur unwesentlich höher als für 1 Fx und damit nur geringfügig höher als der RBW 
für 2 Fx des H-Tumors. Dies ist konträr zum AT1-Tumor, bei dem ein deutlicher Anstieg des 




Aus dem Vergleich der 1 Fx und 2 Fx Studien ergab sich eine Verschiebung der DWKs und 
somit der TCD50-Werte für 2 Fx zu höheren Dosen hin. Diese Verschiebung war für den AT1-
Tumor sehr stark ausgeprägt und auch für den HI-Tumor deutlich zu beobachten (Tab. 6). 
Dagegen zeigen die vorläufigen Daten für den H-Tumor nur eine marginale Verschiebung 
der Dosen zwischen 1 und 2 Fx Experimenten. 
Die Erhöhung des RBWs mit zunehmender Fraktionenzahl ergibt sich durch eine stärkere 
Erhöhung der TCD50-Werte für Photonen als für 12C- Ionen bei 2 Fx. 
Zur Berechnung zuverlässiger effektiver α/β-Werte müssen die Ergebnisse der 6 Fx 
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3.5 Mechanistische Untersuchungen 
Der zweite Teil dieser Arbeit beschäftigt sich mit den zugrundeliegenden Mechanismen nach 
Kohlenstoffionentherapie. Aufbauend auf den zuvor beschriebenen Studien zur relativen 
biologischen Wirksamkeit stehen die folgenden drei Themenbereiche im Fokus: 
• Funktionelle und strukturelle Veränderungen der Tumorgefäßversorgung nach 
Bestrahlung 
• Zeitlicher Verlauf der Inaktivierung von Tumorzellen und Normalgewebs-
anteilen nach Photonen- und 12C- RT in differenzierten Experimentaltumoren 
• Wirkungsweise von Photonen und 12C auf individuelle Tumor- induzierende 
Subpopulationen 
Die Untersuchungen erfolgten in Form von Zeitverlaufsstudien unter Einsatz von nicht- 
invasiven bildgebenden Verfahren über histologische und durchflusszytometrische 
Techniken bis hin zu molekularen Genexpressionsanalysen. 
 
3.5.1 Bestimmung des Blutflusses mittels Ultraschall 
Der Einfluss auf den funktionellen Parameter „Blutfluss“ sollte mit Hilfe des nicht- invasiven 
Doppler-Ultraschalls untersucht werden. 
 
Abb. 14: Repräsentative Bilder des Doppler-Ultraschalls aus einer Tumormittelschicht: Die 
gelben und roten Pixel geben den detektierten Blutfluss wider. Im oberen Zeitverlauf ist ein mit 33 Gy 
12C- bestrahlter HI-Tumor (lokale Kontrolle) im Zeitverlauf zu sehen. Die blauen Linien in den Bildern 
nach 72 d und 78 d kennzeichnen das Tumorrestvolumen. Der untere Zeitverlauf zeigt einen mit 
45 Gy Photonen-bestrahlten HI-Tumor (nicht kontrolliert) mit steter Volumen- und Blutflusszunahme. 
Aurgrund dessen sind nur Bildausschnitte der Tumormittelschicht gezeigt und nicht der gesamte 
Tumorquerschnitt. Die Ausschnitte entsprechen den Bildbereichen des oberen Zeitverlaufs, damit die 




Die Abb. 14 zeigt beispielhaft Bilder des Doppler- Ultraschalls von der Tumormitte des HI-
Tumors in Abhängigkeit von der Zeit. Für 45 Gy Photonen war die Volumenzunahme mit der 
Zeit deutlich erkennbar, jedoch für 33 Gy 12C (lokale Kontrolle) nahm das Tumorvolumen 
kontinuierlich ab. Das Pixelvolumen, d.h. der Blutfluss, nahm in nicht kontrollierten Tumoren 
immer weiter bis zu einem tumorcharakteristischen, stagnierenden Wert zu und blieb 
anschließend konstant. Außerdem ist der hohe Blutfluss bedingt durch großkalibrige Gefäße 
bzw. drüsige Strukturen des HI-Tumors gut wiedergegeben. Ebenfalls war die Verteilung des 
Blutflusses über das gesamte Tumorvolumen zu erkennen. Hingegen war bei 33 Gy 12C- 
bestrahlten Tumoren der Blutfluss hauptsächlich oberflächlich konzentriert. Die 
Volumenabnahme ging mit einer deutlichen Reduktion des Blutflusses in Abhängigkeit von 
der Zeit nach Bestrahlung einher. 
Durch das Einzeichnen einer „ROI“ (region of interest) in jede Schicht des gesamten 
Tumorvolumens wurde das relative Pixelvolumen, das dem Blutflussvolumen entspricht, 
bestimmt. Dieses ergibt sich aus der Anzahl an Pixeln bezogen auf das Gesamtvolumen. 
Der Verlauf des Blutflussvolumens nach Photonen und 12C- RT des H- (Abb. 15) und HI-




Abb. 15: Blutflussvolumenänderungen des H-Tumors in Abhängigkeit von der Zeit nach 1 Fx 
Photonen oder 12C: Die Normierung erfolgte auf das Blutflussvolumen am Tag vor der Bestrahlung 
(Tag 0). Die Doppler-Ultraschall-Messung wurde wöchentlich bis zu einem Zeitpunkt von 330 Tagen 
nach Bestrahlung durchgeführt. Die unbehandelte Kontrolle konnte wegen der raschen 
Tumorvolumenzunahme nur über wenige Wochen verfolgt werden. Die Bestrahlungsgruppen wurden 
in lokal kontrolliert (LC) und nicht kontrolliert (nLC) aufgeteilt. Die Werte stellen Mittelwerte ± SEM für 
Gruppen von 3-5 Tieren dar. 
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In Abb. 15 zeigt sich, dass die unbehandelten H-Kontrolltumore zu Beginn an Blutfluss 
zunahmen und dann bei weiterer Volumenzunahme ein konstantes Blutflussvolumen 
aufwiesen, d.h. das Verhältnis von Blutflussvolumen und Zunahme an Gesamttumorvolumen 
blieb konstant. Auffallend ist ein Unterschied in der Anfangsphase nach Bestrahlung. Bei 
beiden Photonen-RT Gruppen nahm das Blutflussvolumen direkt nach RT unabhängig vom 
späteren lokalen Kontrollstatus ab. Im Gegensatz dazu stieg es bei beiden 12C- RT Gruppen 
an. Jedoch waren 70 Tage nach RT keine Unterschiede mehr zwischen den Gruppen zu 
erkennen. Insgesamt lässt sich zu späteren Zeitpunkten keine klare Voraussage anhand des 
Blutflussvolumens machen, ob ein Tumor kontrolliert oder unkontrolliert war. Allerdings 
konnte im Falle der lokal kontrollierten 12C- bestrahlten Tumore (rote Linie) ein Anstieg des 
Blutflussvolumens, gleichbedeutend mit einer Neovaskularisierung, in den Tumorrest-
volumen beobachtet werden. 
 
 
Abb. 16: Blutflussvolumenänderungen des HI-Tumors in Abhängigkeit von der Zeit nach 1 Fx 
Photonen oder 12C: Die Normierung erfolgte auf das Blutflussvolumen am Tag vor der Bestrahlung 
(Tag 0). Die Doppler-Ultraschall-Messung wurde wöchentlich bis zu einem Zeitpunkt von 330 Tagen 
nach Bestrahlung durchgeführt. Die Bestrahlungsgruppen wurden in lokal kontrolliert (LC) und nicht 
kontrolliert (nLC) aufgeteilt. Die Werte stellen Mittelwerte ± SEM für Gruppen von 3-5 Tieren dar. 
 
 
Die Ultraschalluntersuchungen wurden auch bei moderat differenzierten HI-Tumoren 
durchgeführt (Abb. 16). Im Allgemeinen war eine starke Abnahme des Blutflusses nach 
Bestrahlung erkennbar. Jedoch in später nicht kontrollierten 12C- bestrahlten HI-Tumoren 
zeigte sich unmittelbar nach Bestrahlung ein deutlicher und langanhaltender Anstieg des 
Blutflusses. Für lokal kontrollierte 12C- bestrahlte HI-Tumore kann keine klare Aussage über 
kurzfristige Änderungen nach der Bestrahlung getroffen werden, da die individuellen 
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Unterschiede der Tiere in der Gruppe sehr groß waren. Nur die mit 21 Gy 12C- bestrahlte 
Gruppe fiel durch einen erhöhten Blutfluss zu Zeitpunkten > 100 Tage auf. Allerdings sind 
Rückschlüsse auf den Kontrollstatus nicht zuverlässig möglich, da die Abweichungen 
innerhalb der Gruppe sehr groß waren und für eine ebenfalls unkontrollierte Gruppe, die 
45 Gy Photonengruppe nicht bestätigt werden konnten. Die lokal kontrollierten Gruppen 
zeigten ab Tag 100 nach RT keinen detektierbaren Blutfluss mehr. Ein Problem war in 
diesem Zusammenhang allerdings, dass sehr kleine Tumorreste kaum noch von der darüber 
liegenden Hautschicht abzugrenzen waren. 
Die Ergebnisse zeigen, dass mit Hilfe der Ultraschalltechnik kein signifikanter Unterschied im 
Blutflussvolumen zwischen kontrollierten oder unkontrollierten Tumoren detektiert werden 
konnte. Obwohl kurz nach Bestrahlung ein differenzieller Unterschied im Blutfluss zwischen 




3.5.2 Untersuchung der Perfusion mittels MRT 
Insbesondere wegen der Limitationen des Doppler-Ultraschalls, aber auch um einen 
weiteren Parameter der Gefäßveränderung, die Permeabilität, zu untersuchen, wurden 
dynamisch Kontrast- verstärkende Magnetresonanztomographien (DCE-MRT) durchgeführt. 
Hierzu wurden am Beispiel der Sublinie AT1 sowohl isoeffektive Strahlendosen (16 Gy 12C 
vs. 37 Gy Photonen und 37 Gy 12C vs. 85 Gy Photonen) als auch identische physikalische 
Strahlendosen (37 Gy 12C und Photonen) vergleichend untersucht. 
Nachfolgend sind die T2- gewichteten Bilder vor Kontrastmittelgabe (Abb. 17), die T1- 
gewichteten Bilder nach Kontrastmittelgabe (Abb. 18) sowie die DCE-Bilder (Abb. 19) für ein 
Zeitintervall von 21 Tagen dargestellt. 
In den T2- gewichteten Bildern ist eine stetige Volumenzunahme bei unbehandelten 
Kontrolltumoren gut erkennbar, während bei bestrahlten Tumoren eine Verlangsamung bzw. 
Stagnation des Wachstums zu beobachten war. Die helle Kontrastierung ist Kennzeichen 
einer Ödemisierung, wogegen die dunklen Bereiche für nekrotische Regionen 
charakteristisch sind (Abb. 17). Im Zeitverlauf zeigte sich die Ödemisierung kurz nach 
Bestrahlung am Tag 3-7 für 16 Gy 12C, 37 Gy und 85 Gy Photonen sowie am Tag 7-14 für 
37 Gy 12C. 
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Abb. 17: T2- gewichtete MR-Bilder des AT1-Tumors vor Kontrastmittelzugabe in Abhängigkeit 
von der Zeit nach 1 Fx Photonen oder 12C: Es sind jeweils Isodosen- (37 Gy 12C und Photonen) 
sowie Isoeffekt-Vergleiche (16 Gy 12C und 37 Gy Photonen bzw. 37 Gy 12C und 85 Gy Photonen) 
dargestellt. Als interne Kontrollen wurden jeweils unbehandelte Tumore am linken Bein des Tieres 
mitgeführt. Zur besseren Übersicht sind für 16 Gy 12C und 85 Gy Photonen nur die vergrößerten 




Die nekrotischen Areale sind in den T1- gewichteten Bildern als dunkle Bereiche sichtbar 
(Abb. 18). Hier waren sowohl die größer werdenden Zentralnekrosen in stetig wachsenden 
unbehandelten Kontrolltumoren, als auch die fokalen Nekrosen in bestrahlten Tumoren zu 
erkennen. Insgesamt konnte man deutlich sehen, dass für 85 Gy Photonen und der 
isoeffektiven Dosis von 37 Gy 12C 21 d nach RT ausgeprägte Nekroseareale schneller 
entstanden. Allerdings wurden die Nekrosen in den 12C- Bilder von der KM-Anreicherung 








Abb. 18: T1- gewichtete MR-Bilder des AT1-Tumors nach Kontrastmittelzugabe in 
Abhängigkeit von der Zeit nach 1 Fx Photonen oder 12C: Es sind jeweils Isodosen- (37 Gy 12C und 
Photonen) sowie Isoeffekt-Vergleiche (16 Gy 12C und 37 Gy Photonen bzw. 37 Gy 12C und 85 Gy 
Photonen) dargestellt. Als interne Kontrollen wurden jeweils unbehandelte Tumore am linken Bein des 
Tieres mitgeführt. Zur besseren Übersicht sind für 16 Gy 12C und 85 Gy Photonen nur die 
vergrößerten bestrahlten Tumore ohne die interne Kontrolle abgebildet. 
 
 
Zusätzlich zu dieser morphologischen Bildgebung wurde eine funktionelle Messung mittels 
Kontrast- verstärkter MRT (DCE) durchgeführt (Abb. 19). Um die Unterschiede innerhalb der 
DCE-Messung zu verdeutlichen wurde nur jeweils ein repräsentativer Zeitpunkt (Bild 400), 
zur Veranschaulichung ausgewählt. Unbehandelte Tumore waren kaum erkennbar, da sie 
nur wenig KM akkumulieren. Zu späten Zeitpunkten (Tag 21) war die Zentralnekrose 
ebenfalls durch Fehlen einer KM- Anreicherung deutlich als dunkler Fleck zu erkennen. In 
allen bestrahlten Tumoren war eine starke Erhöhung der KM- Anreicherung gegenüber den 
Kontrollen erkennbar. Beim Vergleich der unterschiedlichen Dosisgruppen fällt auf, dass 12C- 
bestrahlte Tumore einen deutlicheren KM- Anstieg verzeichnen. Interessanterweise ergibt 
der Vergleich der Grauwerte eine äquivalente KM- Anreicherung für 16 Gy 12C und 85 Gy 
Photonen. Zusätzlich war die Intensität bei 37 Gy 12C nochmals erhöht. Es zeigt sich somit 
eine Dosis- Abhängigkeit für beide Strahlqualitäten mit einer deutlich stärkeren KM-
Anreicherung für 12C- RT. Diese Ergebnisse stützen die Hypothese einer höheren Effektivität 
von Kohlenstoffionen und legen einen möglichen unterschiedlichen Wirkmechanismus nahe. 
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Abb. 19: Dynamisch Kontrast- verstärkte MRT (DCE-MRT) des AT1-Tumors nach Kontrast-
mittelgabe in Abhängigkeit von der Zeit nach 1 Fx Photonen oder 12C: Es sind jeweils Isodosen- 
(37 Gy 12C und Photonen) sowie Isoeffekt-Vergleiche (16 Gy 12C und 37 Gy Photonen bzw. 37 Gy 12C 
und 85 Gy Photonen) dargestellt. Als interne Kontrollen wurden jeweils unbehandelte Tumore am 
linken Bein des Tieres mitgeführt. Zur besseren Übersicht sind für 16 Gy 12C und 85 Gy Photonen nur 
die vergrößerten bestrahlten Tumore ohne die interne Kontrolle abgebildet. Aus der Serie von 512 





Mit den 512 DCE-Bildern konnte eine quantitative Analyse mittels pharmakokinetischer 
Modelle berechnet werden. Die in Abb. 20 dargestellte Parameterkarte des Blutvolumens A 
wurde nach dem Zwei-Kompartiment-Modell nach Brix [81] erstellt. 
Die Parameterkarten offenbarten bereits qualitative Unterschiede zwischen Kontrolltumoren 
und den verschiedenen isoeffektiven und isodosen Bestrahlungsgruppen. Bestrahlte Tumore 
hatten ein höheres Blutvolumen A als unbehandelte Kontrollen, die im Bereich der 
Zentralnekrose kein KM anreicherten. Im zeitlichen Verlauf nahm A in allen Tumoren zu. 
Eine erste vorläufige Auswertung der A Parameterkarte ist in Abb. 21 dargestellt. Darin ist 
ein Trend der Zunahme des Parameters A nach 12C- RT erkennbar. Die ausgeprägte 
intertumorale Heterogenität in dieser funktionellen Untersuchung verursachte extreme 
Standardabweichungen innerhalb der Gruppen, weshalb erweiterte Analysen unter 





Abb. 20: Parameterkarte A einer DCE-MRT des AT1-Tumors nach Kontrastmittelgabe in 
Abhängigkeit von der Zeit nach 1 Fx Photonen oder 12C: Die Parameterkarten des Blutvolumens A 
sind mit den T1- gewichteten Bildern überlagert. Der obere rechte Tumor ist jeweils bestrahlt, 
hingegen der untere linke unbehandelt. Die rote Einfärbung spiegelt einen hohen A Parameter wider. 
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Abb. 21: Bestimmung des Parameters A einer DCE-MRT des AT1-Tumors nach 
Kontrastmittelgabe in Abhängigkeit von der Zeit nach 1 Fx Photonen oder 12C: Der prozentuale 
Unterschied in A im Gesamttumorvolumen im Vergleich zur Messung vor Bestrahlung (Tag 0) ist im 
Zeitverlauf dargestellt. Die Punkte spiegeln Mittelwerte ± SD von 3 Tieren pro Gruppe wider. 
 
 
3.5.3 Strukturelle und funktionelle Untersuchungen auf histologischer Ebene 
3.5.3.1 Strukturelle Veränderungen: Tumormorphologie 
Die Charakterisierung der zellmorphologischen Veränderungen in den Tumoren nach 
Bestrahlung erfolgte auf der Basis Hämatoxylin / Eosin (HE) gefärbter Schnitte. Hierbei 
handelt es sich um eine Übersichtsfärbung, die eine klare Unterscheidung von Zellkern- 
reichen Arealen (blau), Blut (rot-orange), Bindegewebs- und stromalen Anteilen (rosa) sowie 
umgrenzendem Haut und Muskelgewebe (rot mit Syncytien) ermöglicht. Nachfolgend sind 
Übersichten des H- (Abb. 22) und HI-Tumors (Abb. 23) nach Photonen- und 12C- RT im 
Zeitverlauf abgebildet. In beiden Fällen wurden jeweils Bestrahlungsdosen gewählt, die zu 
100% lokaler Kontrolle, d.h. zu einem kompletten Absterben des Tumors führten, damit ein 
Isoeffekt-Vergleich mit demselben Endpunkt möglich war. Allerdings war die Kinetik der 
morphologischen Veränderungen zwischen beiden Strahlqualitäten unterschiedlich. 
8 h nach Bestrahlung waren keine strukturellen Veränderungen sichtbar, alle Tumore sahen 
wie unbestrahlte Kontrolltumore aus. 
Allgemein zeigte sich eine deutlich schnellere Abfolge und stärkere Ausprägung der 
morphologischen Änderungen nach 12C- Bestrahlung im Vergleich zu Photonen. Bereits nach 
18 h, stärker jedoch nach 72 h kam es zu ausgeprägten morphologischen Veränderungen im 
H-Tumor (Abb. 22), erkennbar an der verstärkten Eosin-Färbung und zeitgleich zu einer 
Abnahme der Tumorzellzahl. Nach 7 Tagen sind vorwiegend die strahlenresistenteren 
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Gefäßstrukturen und die robusteren drüsigen Strukturen des Normalgewebsanteils zurück 
geblieben. 14 bzw. 21 Tage nach 33 Gy 12C- RT waren nahezu alle Tumorzellen abgebaut 
und die Einwanderung von Fibroblasten abgeschlossen. Nur einige Gefäßstrukturen waren 
noch vorhanden. Nach 28 Tagen war eine erhöhte fibroblastische Aktivität in Form eines 
klassischen Fibroms auffallend, die sich bis zum Beobachtungsendzeitpunkt von 300 Tagen 
nach RT kaum noch veränderte. Dieses Fibrom besteht aus sehr zellarmen Bindegewebe, 
einer kollagenen Matrix mit wenigen Fibroblasten oder Fibrozyten mit charakteristischen 
langgezogenen, spindelförmigen Zellkernen. Ursprüngliche Tumorstrukturen waren nicht 
mehr zu erkennen.  
Grundsätzlich war die gleiche Abfolge auch für Tiere, die mit 62 Gy Photonen bestrahlt 
wurden, gegeben, allerdings waren v.a. die stromalen Veränderungen deutlich schwächer 
ausgeprägt und die Gefäßstrukturen auch nach 28 Tagen noch vorhanden. Der Zellverlust 
im Tumor verlief ebenfalls langsamer und wurde erst ab 14 - 21 Tagen sichtbar. Nach 
56 Tagen war auch nach Photonen-RT ein Fibrom, das dem nach 12C- RT entspricht, 
zurückgeblieben. 
Im Allgemeinen treffen alle obigen Aussagen auch für die Zeitreihe nach Bestrahlung des HI-
Tumors (Abb. 23) zu. Da der HI-Tumor von seiner Grundstruktur deutlich größere drüsige 
und zystische Strukturen mit muzinösem Prostatasekret besitzt, waren bereits zu frühen 
Zeitpunkten nach RT große zellleere Areale und zerrissene Bereiche aufzufinden. Zusätzlich 
zu einem per se hohen Flüssigkeitsanteil, folgte eine Ödemisierung nach Bestrahlung, die 
wiederum zu einer Volumenzunahme und Aufschwemmung des Gewebes sowie zu 
Problemen bei der Tumorpräparation und Konservierung führt. Deshalb war ab Tag 14 
teilweise kaum noch eine Tumorstruktur, aber auch kein klassisches Fibrom, erkennbar. Der 
Zellverlust fand im HI-Tumor deutlich schneller statt. Nach 30 Tagen war bei lokalen 
Kontrolldosen das komplette Tumorvolumen resorbiert, so dass spätere Histozeitpunkte nicht 
möglich waren. Auch in diesem Fall verlief die Zerstörung und Resorption der 
Tumorbestandteile nach 12C- schneller als nach Photonen-RT, die Unterschiede waren aber 
nicht so stark ausgeprägt wie im noch stärker differenzierten H-Tumor mit seinen größeren 
stromalen „Normalgewebsanteilen“. 
 
Morphologische Änderungen im Stromaanteil 
Da sowohl der H- als auch der HI-Tumor einen sehr hohen bzw. hohen Stromaanteil 
besitzen, wird darauf im Folgenden näher eingegangen. In den 8 h Zeitpunkten waren keine 
Veränderungen detektierbar. Bereits 18 h nach RT war in H-Tumoren eine Aufquellung der 
Fibroblasten sowohl nach Photonen- als auch nach 12C- RT sichtbar (Abb. 21). Auch nach 
72 h blieben die Fibroblasten stark vergrößert und die stromalen, eosinophileren Anteile 
überwiegen im gesamten Tumorgewebe.  
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Abb. 22: Strukturelle Veränderung in Tumoren der Sublinie H zu verschiedenen Zeitpunkten 




Abb. 23: Strukturelle Veränderung in Tumoren der Sublinie HI zu verschiedenen Zeitpunkten 
nach 1 Fx Photonen- und 12C- Bestrahlung. Größenmaßstab: 50 µm. Vergrößerung: 100- fach. 
 
Ab Tag 14 nach Photonen- bzw. 7 d nach 12C- RT nahmen die Fibroblasten eine deutlich 
größere und langgezogene Struktur an. Zu späteren Zeitpunkten waren dann nur noch 
Fibroblasten und Bindegewebsstrukturen vorhanden. 
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Insgesamt enthält der HI-Tumor deutlich weniger stromale Anteile als der H-Tumor. Bis 72 h 
nach Photonen- RT waren keine Veränderungen sichtbar. Anschließend war eine Zunahme 
des Stromaanteils zu beobachten, der aber auch mit dem Absterben von Tumorzellen erklärt 
werden kann. Die Fibroblasten zeigen sich geringfügig vergrößert, waren aber bei weitem 
nicht so ausgeprägt und groß wie im H-Tumor. Ab Tag 14 waren auch im HI-Tumor nur noch 
stromale Anteile vorhanden. 
Kohlenstoffionen-bestrahlte HI-Tumore wiesen bereits nach 72 h vergrößerte Fibroblasten 
und einen erhöhten stromalen Anteil auf, aber die strukturellen Veränderungen sind weit 
weniger prominent, wie beim H-Tumor und laufen nur geringfügig schneller ab, als nach 
Photonen-RT. 
Zusammenfassend waren die Unterschiede in der stromalen Reaktion zwischen Photonen- 
und 12C- RT gering und nur der zeitliche Ablauf für 12C geringfügig erhöht. Viel auffälliger 
waren die strukturellen Unterschiede zwischen den beiden Tumorsublinien. 
 
3.5.3.2 Strukturelle Veränderungen: Gefäßmorphologie 
Weiterhin wurde CD31 / SMA in den Tumoren der Longitudinalstudie von H- und HI-Tumoren 
(siehe Kapitel 
H-Tumore 
2.9) detektiert. Die Abb. 24 zeigt charakteristische Fluoreszenzbilder von 
Photonen- und 12C- bestrahlten H-Tumoren in Abhängigkeit von der Zeit. In den überlagerten 
Bildern sind nahezu keine Perizyten sichtbar, ausgenommen die späteren Zeitpunkte nach 
Photonen- RT, vorhanden sind. In 12C- bestrahlten Tumoren war bereits nach 18 h eine 
deutliche Disruption der Gefäßstruktur sichtbar, nur einzelne Endothelzellen in den Gefäßen 
waren CD31+. Diese Disruptionen traten in vergleichbarem Ausmaß auch bei Photonen auf, 
allerdings erst nach 7 oder teilweise 14 Tagen. Zu späteren Zeitpunkten (28 Tage) war nach 
beiden Bestrahlungsarten Neovaskularisierung zu beobachten. 
Die Auszählungen von CD31+- und SMA+- Zellen sind in Abb. 25 dargestellt. 8 h nach RT 
nahm die Zahl an CD31+- Zellen deutlich ab (Abb. 25 A). Für Photonen war nach 72 h und 
für 12C nach 7 Tagen ein Wiederanstieg an CD31 zu beobachten. Im späteren Verlauf war für 
Photonen und 12C eine gleichmäßige Abnahme bis Tag 28 bzw. Tag 21 zu erkennen. 
28 Tage nach 12C- RT nahm die Menge an CD31 erneut zu. Dieser späte Anstieg korreliert 
auch mit einer Zunahme von SMA (Abb. 25 B). Insgesamt ist der SMA- Anteil klein und 
verringert sich im Vergleich zur Kontrolle nur geringfügig. Auffallend ist der komplette SMA- 
Verlust 72 h, 7 d und 21 d nach 12C- sowie 7 d und 14 d nach Photonen- RT. Der extreme 
Anstieg 18 h nach 12C- RT lässt sich in diesem Zusammenhang nur schwer einordnen. 
Der Gefäßdurchmesser war in allen Bestrahlungsgruppen deutlich herabgesetzt gegenüber 
der Kontrolle, allerdings waren keine signifikanten Unterschiede im Zeitverlauf detektierbar 




Abb. 24: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von CD31/SMA doppelgefärbten H-Tumoren 
nach 1 Fx Photonen oder 12C. Die Endothelzellen wurden mit dem Oberflächenmarker CD31 
angefärbt (rot). Die SMA- Färbung (grün) markiert die Perizyten ausgereifter Blutgefäße. Die Zellkerne 
wurden mit DAPI (blau) gegengefärbt. Größenmaßstab: 50 µm. Vergrößerung: 200- fach. 
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Abb. 25: Quantifizierung von CD31+- (A) und SMA+-Zellen (B) in H-Tumoren nach 1 Fx 
Photonen oder 12C. Pro Zeitpunkt und Strahlqualität (Photonen: blau; 12C: rot) wurden je 3 Tumore (6 
Bilder / Tumor) ausgewertet (Mittelwert ± SEM). Dazu wurde die positive Fläche pro Gesamtbildfläche 
mit Hilfe der Cell F-Software berechnet. Zeitpunkte ohne Balken zeigten keinerlei Färbung. 
 
 
Die Anzahl an Gefäßen nahm sofort nach Photonen- RT deutlich ab und erreichte nach 
7 Tagen den Minimalwert (Abb. 26 A). Anschließend nahm die Gefäßdichte wieder 
sukzessive zu, bis sie nach 56 Tagen nahezu das Ausgangsniveau vor RT erreicht hatte. In 
12C- bestrahlten Tumoren ging die Gefäßanzahl nur langsam zurück, erreichte 7 Tage nach 





Abb. 26: Bestimmung der Gefäßdichte (A) und des Gefäßdurchmessers (B) in H-Tumoren nach 
1 Fx Photonen oder 12C. Alle CD31+-Gefäße (CD31/SMA- Färbung) pro Bild wurden gezählt (A) und 
von diesen jeweils die Gefäßdurchmesser (B) bestimmt. Es wurden pro Zeitpunkt und Strahlqualität 
(Photonen: blau; 12C: rot) je 3 Tumore (6 Bilder / Tumor) ausgewertet (Mittelwert ± SEM). 
 
In unbehandelten HI-Tumoren (Abb. 27 A) war mehr CD31 detektierbar als in den H-
Tumoren (Abb. 25 A). Jedoch wiesen diese HI-Tumore kein SMA+ - Strukturen auf (Abb. 27 
B). 
Bereits 8 h nach RT war sowohl bei Photonen als auch bei 12C die CD31-Menge auf ein 
Viertel der Ausgangsmenge reduziert (Abb. 27 A). Anschließend stieg die Expression für 
18 h bzw. 72 h wieder leicht an, um dann nach 7 d das Niveau von 8 h erneut zu erreichen. 
Für 12C- RT blieb der Anteil an CD31+- Zellen danach auf niedrigem Niveau relativ konstant. 
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In Tumoren, die mit Photonen- RT behandelt wurden, war 14 Tage nach RT ein Anstieg der 
CD31- Menge zu verzeichnen, der deutlich über der Menge in Kontrolltumoren lag. Nach 21 
Tagen war dieser Anstieg bereits wieder reduziert. Letztendlich blieb der CD31- Anteil in 
Photonen- bestrahlten Tumoren ab Tag 14 immer deutlich über dem der 12C- bestrahlten. 
 
Da die Menge an SMA+ - Perizyten in HI-Tumoren sehr gering war, sind präzise Aussagen 
schwierig (
HI-Tumore 
Abb. 27 B). 
 
Abb. 27: Quantifizierung von CD31+- (A) und SMA+-Zellen (B) in HI-Tumoren nach 1 Fx 
Photonen oder 12C. Pro Zeitpunkt und Strahlqualität (Photonen: blau; 12C: rot) wurden je 3 Tumore (6 
Bilder / Tumor) ausgewertet (Mittelwert ± SEM). Dazu wurde die positive Fläche pro Gesamtbildfläche 
mit Hilfe der Cell F-Software berechnet. Die Kontrolltumore zeigten keinerlei Färbung. 
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Der SMA- Anteil nahm sowohl in 12C- als auch in Photonen- bestrahlten Tumoren bis Tag 7 
leicht zu, stagnierte dann und stieg für 21 Tage nach 12C- RT deutlich an. Im Fall von 
Photonen- RT erreicht der SMA-Anteil mit 10% einen Höchstwert. 
Auch für den HI-Tumor wurde die Gefäßanzahl im zeitlichen Verlauf bestimmt (Abb. 28 A). 
Nach einem Rückgang der Gefäßdichte 8 h nach RT, erreichte sie für 12C bereits nach 18 h 
wieder das Ausgangsniveau. 
 
 
Abb. 28: Bestimmung der Gefäßdichte (A) und des Gefäßdurchmessers (B) in HI-Tumoren 
nach 1 Fx Photonen oder 12C. Alle CD31+-Gefäße (CD31/SMA- Färbung) pro Bild wurden gezählt 
(A) und von diesen jeweils die Gefäßdurchmesser (B) bestimmt. Es wurden pro Zeitpunkt und 
Strahlqualität (Photonen: blau; 12C: rot) je 3 Tumore (6 Bilder / Tumor) ausgewertet 
(Mittelwert ± SEM). 
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Für Photonen war nach 18 h der Tiefstwert erreicht. Anschließend war die anfängliche 
Gefäßdichte nach 7 d wieder hergestellt. Danach war eine deutliche Reduktion für die 12C- 
Gruppe, jedoch ein Anstieg nach Photonen-RT zu beobachten. 
Hinsichtlich des Gefäßdurchmessers gab es keine deutlichen Unterschiede (Abb. 28 B). 8 h 
nach RT war in beiden Gruppen eine Reduktion auf 8 µm Durchmesser detektierbar. Danach 
blieben sie konstant auf einem Wert von 10 µm. 
 
 
Aus dem MRT- Längsschnittexperiment der AT1-Tumore (siehe Kapitel 
AT1-Tumore 21 Tage nach RT 
3.5.2) war es 
möglich zum Zeitpunkt 21 d nach Bestrahlung, die Anzahl und den strukturellen Zustand der 
Gefäße mittels CD31 / SMA-Färbung zu begutachten (Abb. 29). In unbehandelten Tumoren 
existieren nur wenige große Gefäße, in denen CD31 und SMA koexprimiert wurden. Die 
Mehrheit der Gefäße bestand aus kleinen Kapillaren mit CD31 aber ohne perizytäre 
Elemente (d.h. ohne SMA). Dabei war die Lokalisation der CD31+ Endothelzellen, die die 
Gefäße auskleiden und von SMA+ Perizyten umgeben sind, eindeutig zu erkennen. 
 
Abb. 29: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von CD31/SMA-doppelgefärbten AT1-
Tumoren 21 d nach 1 Fx Photonen oder 12C. Die Endothelzellen wurden mit dem 
Oberflächenmarker CD31 angefärbt (rot). Die SMA- Färbung (grün) markiert die Perizyten ausgereifter 
Blutgefäße. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gegengefärbt. Größenmaßstab: 50 µm. 
Vergrößerung: 200- fach 
 
Nach 37 Gy Photonen- RT waren wenige Gefäße übrig, die aber zumeist doppelt positiv 
waren. Gleiches traf auch auf 85 Gy Photonen zu. Zusätzlich waren hier noch einige 
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CD31+ / SMA- Gefäße sichtbar. 37 Gy 12C- RT und 85 Gy Photonen- RT waren vergleichbar. 
Hingegen waren nach 16 Gy 12C- RT mehr Gefäßstrukturen vorhanden sowie SMA+-
Bereiche ohne assoziierte CD31-Färbung. 
Nach 37 Gy und 85 Gy Photonen- RT sowie 37 Gy 12C- RT war die Anzahl an CD31+- 
Gefäßen halbiert. Hingegen 21 d nach einer 16 Gy 12C- RT war sie auf Kontrollniveau (Abb. 
30 links). 
Der Anteil an SMA+- Zellen war in allen Gruppen, 37 Gy Photonen ausgenommen, 
gegenüber der Kontrolle erhöht (Abb. 30 rechts). Der SMA- Anteil in 85 Gy Photonen-
 bestrahlten Tumoren und 37 Gy 12C- bestrahlten Tumoren war vergleichbar. 
Zusätzlich wurden die CD31+- Gefäße pro Bild ausgezählt (Abb. 31 links). Die 16 Gy 12C- 
Gruppe hatte eine leicht erhöhte Gefäßdichte verglichen zu den Kontrolltumoren. Alle 
anderen Dosisgruppen wiesen eine geringere Anzahl an Gefäßen auf. Eine Dosis- 
Abhängigkeit war nicht vorhanden. 
Der Gefäßdurchmesser war in allen Behandlungsgruppen mit dem der Kontrolltumore 
vergleichbar (Abb. 31 rechts). 
 
          
Abb. 30: Ermittelter Anteil an CD31+ (links) und SMA+ (rechts) - Zellen in AT1-Tumoren 21 d 
nach 1 Fx Bestrahlung. Die Bestrahlungsdosen erlauben einen Isodosen (37 Gy 12C vs. Photonen) 
sowie einen Isoeffekt Vergleich (16 Gy 12C vs. 37 Gy Photonen; 37 Gy 12C vs. 85 Gy Photonen). Zur 
Analyse wurde die Cell F-Software verwendet. Da der AT1-Tumor einen hypoxisch- nekrotischen 
Zentralbereich hat, wurden nur die peripheren viablen Bereiche für die Analyse verwendet. Die Balken 
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Abb. 31: Bestimmung der Gefäßdichte (links) und des Gefäßdurchmessers (rechts) in AT1-
Tumoren 21 d nach 1 Fx Bestrahlung. Die Bestrahlungsdosen erlauben einen Isodosen (37 Gy 12C 
vs. Photonen) sowie einen Isoeffekt Vergleich (16 Gy 12C vs. 37 Gy Photonen; 37 Gy 12C vs. 85 Gy 
Photonen). Alle CD31+-Gefäße (CD31/SMA- Färbung) pro Bild wurden gezählt (links) und von diesen 
jeweils die Gefäßdurchmesser (rechts) bestimmt). Zur Analyse wurde die Cell F-Software verwendet. 
Da der AT1-Tumor einen hypoxisch- nekrotischen Zentralbereich hat, wurden nur die peripheren 
viablen Bereiche für die Analyse verwendet. Es wurden pro Zeitpunkt und Strahlqualität je 3 Tumore 
(mindestens 6 Bilder / Tumor) ausgewertet (Mittelwert ± SEM). 
 
Da für die Funktionalität und den Reifegrad der Gefäße nicht nur die Endothelzellen und die 
Perizyten, sondern auch die Integrität der Basalmembran eine Rolle spielt, wurde diese mit 
Hilfe der Kollagen IV- Färbung untersucht (Abb. 32). Die Beobachtungen nach Photonen 
und 12C- RT in H- und HI-Tumoren sind relativ vergleichbar, weshalb hier nur Bilder von 12C- 
bestrahlten HI-Tumoren repräsentativ abgebildet werden. 
Unbehandelte HI-Tumoren sind gekennzeichnet durch sehr viele stark gefärbte intakte 
Basallamina- Strukturen. In diesen war schon zu frühen Zeitpunkten nach RT (18 h bis 72 h) 
eine starke Verdickung zu erkennen. Nach 7 Tagen zeigte die Verdickung bereits erste 




Abb. 32: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von Kollagen IV gefärbten HI-Tumoren nach 
37 Gy 12C. Die Basalmembran von unbehandelten Kontrollen und bestrahlten HI-Tumoren wurden mit 
dem Kollagen IV (grün) angefärbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gegengefärbt. 




3.5.3.3 Funktionelle Veränderungen: Proliferation (BrdU- Inkorporation) 
Der proliferative Status von H- und HI-Tumoren wurde durch Einbau von BrdU in die DNA 
und anschließendem immunhistochemischen Nachweis ermittelt. Um die Lokalisation der 
BrdU+- Zellen im Zeitverlauf darzustellen, sind ausgewählte Mikroskopie-Bilder des H-
Tumors in Abb. 33 abgebildet. Die starke Abnahme der Proliferation direkt nach RT und die 
erneute Zunahme ab Tag 28 waren sowohl für Photonen als auch für 12C charakteristisch. 
Bei den verbliebenen proliferierenden Zellen zu späten Zeitpunkten (> 21 Tage) handelte es 
sich überwiegend um Endothelzellen und Fibroblasten. 
Durch Auszählen der BrdU+-Zellen in den mikroskopischen Aufnahmen wurde eine 
quantitative Analyse der Proliferation in H- (Abb. 34) und HI-Tumor (Abb. 35) durchgeführt. 
Bereits 8 h nach RT hat sich die Anzahl proliferativ aktiver Zellen in etwa halbiert. Für 12C- 
bestrahlte H-Tumore hatte die Proliferation bereits nach 18 h einen Tiefpunkt erreicht, nach 
72 h war ein Anstieg zu beobachten, der von einem dauerhaft sehr niedrigen Anteil an 
BrdU+- Zellen ab 7 d nach RT abgelöst wurde (Abb. 34). Im Gegensatz dazu wurde der 
BrdU- Anteil zwar auch stark nach 72 h und 7 d für Photonen- bestrahlte Tumore reduziert, 
aber bereits nach 14 Tagen war ein deutlicher Wiederanstieg feststellbar, der bis zum Ende 
der Beobachtungszeit von 56 d konstant blieb. 
Der Zeitverlauf von BrdU+- Zellen bestätigte sich auch für den HI-Tumor (Abb. 35). Allerdings 
waren die Unterschiede zwischen 12C- und Photonen- bestrahlten Tumoren marginal und die 
Gruppen insgesamt homogener. 
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Abb. 33: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von BrdU- gefärbten H-Tumoren nach 1 Fx 
Photonen oder 12C. Der Proliferationsmarker BrdU wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach 
Bestrahlung nachgewiesen (rot). Eine positive Färbung ist durch Kolokalisation mit dem Zellkern (blau) 




Abb. 34: Quantifizierung von BrdU+- Zellen in H- Tumoren nach 1 Fx Photonen oder 12C. Alle 
BrdU+- Zellen, die mit dem Zellkern (DAPI) kolokalisieren wurden gezählt. Es wurden pro Zeitpunkt 
und Strahlqualität (Photonen: blau; 12C: rot) je 3 Tumore (6 Bilder / Tumor) ausgewertet 





Abb. 35: Quantifizierung von BrdU+- Zellen in HI- Tumoren nach 1 Fx Photonen oder 12C. Alle 
BrdU+- Zellen, die mit dem Zellkern (DAPI) kolokalisieren wurden gezählt. Es wurden pro Zeitpunkt 




68  Ergebnisse 
 
3.5.3.4 Funktionelle Veränderungen: Induktion von DNA- Doppelstrangbrüchen 
Die strahlenbedingte Induktion bzw. der zeitliche Verlauf der anschließenden Reparatur von 
DNA- Doppelstrangbrüchen nach RT wurde über die Detektion von γH2AX nachgewiesen. 
Die histologische Untersuchung erfolgte an den Tumoren der Längsschnittstudie (siehe 
Kapitel 2.9). Der zeitliche Verlauf der γH2AX- Expression war für beide Tumorsublinien 
identisch, weshalb nachfolgend nur die mikroskopischen Aufnahmen für den H-Tumor 




Abb. 36: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von γH2AX gefärbten H-Tumoren nach 
1 Fx Photonen oder 12C. Die durch Bestrahlung induzierten DNA- Doppelstrangbrüche wurden mit 
γH2AX zu verschiedenen Zeitpunkten markiert (rot). Eine positive Färbung ist durch Kolokalisation mit 
dem Zellkern (blau) gekennzeichnet. Größenmaßstab: 50 µm. Vergrößerung: 200- fach. 
 
In unbehandelten Kontrolltumoren konnte kein γH2AX detektiert werden. Ebenso war in 
Photonen- und 12C- bestrahlten Tumoren ab 7 Tagen nach Bestrahlung γH2AX nicht mehr 
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nachweisbar, weshalb auf die graphische Darstellung dieser Zeitpunkte verzichtet wurde 
(Abb. 36, Abb. 37). 
Unabhängig von der Strahlqualität wurde nach 8 h die maximale Anzahl positiver Zellen 
gefunden. Die absolute Menge an strahleninduzierten γH2AX- Foci lag zumindest in 
Photonen bestrahlten H-Tumoren höher als in Photonen bestrahlten HI-Tumoren (Abb. 37). 
In 12C -bestrahlten HI-Tumoren waren im Vergleich zu Photonen nach 8 h doppelt so viele 
γH2AX- Foci sichtbar (Abb. 37 rechts). Nach 18 h war ein deutlicher Rückgang der Anzahl 
γH2AX- positiver Zellen zu verzeichnen. Allerdings war die Abnahme nach Photonen- RT 
stärker als nach 12C- RT, wo noch zahlreiche positive Signale detektiert werden konnten. 
Nach 72 h waren nur noch wenige γH2AX- Foci auffindbar. In sehr seltenen Fällen ließen 
sich positive Zellen selbst noch nach 7 Tagen erfassen. Zu allen späteren Zeitpunkten waren 
die Färbungen negativ (Abb. 37). 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der immunhistologische Nachweis von γH2AX in 
perkutan bestrahlten Transplantationstumoren über einen Zeitraum von maximal 7 Tagen 
möglich ist. Dabei waren durch Kohlenstoffionen erzeugte γH2AX- Foci im Vergleich zu 
Photonen nicht nur in einer größeren Anzahl von Zellen zu detektieren, sondern auch über 
einen längeren Zeitraum nachweisbar. 
 
        
Abb. 37: Quantifizierung von γH2AX+- Zellen in H- (links) und HI- Tumoren (rechts) nach 1 Fx 
Photonen oder 12C. Alle γH2AX+- Zellen, die mit dem Zellkern (DAPI) kolokalisieren wurden gezählt. 
Es wurden pro Zeitpunkt und Strahlqualität (Photonen: blau; 12C: rot) je 3 Tumore (6 Bilder / Tumor) 
ausgewertet (Mittelwert ± SEM). Zeitpunkte ohne Balken zeigten keine Färbung. 
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3.5.3.5 Genexpressionsanalysen 
Um weitere Hinweise auf differenzielle Mechanismen nach 12C- und Photonen- RT zu 
erhalten, wurde eine Genexpressionsanalyse auf mRNA- Ebene durchgeführt. Die 
Genfunktion sowie zugehörige Referenzen sind im Anhang tabellarisch aufgeführt (Tab. 16). 
 
Insgesamt entsprachen 148 verschiedene Gene den vorgegebenen Diskriminierungskriterien 
(p < 1 x 10-4) in unbehandelten Tumoren der Sublinie H und HI (
Unbehandelte Tumore 
Abb. 38), d.h. sie waren in 
beiden Sublinien unterschiedlich reguliert. Aus diesen wurden alle unbekannten 
Gensequenzen bzw. Gene mit unklarer Funktion ausgenommen. Von den verbleibenden 32 
Genen wurden 19 Gene in HI-Tumoren sowie 13 Gene in H-Tumoren stärker exprimiert 
(Abb. 38). 
Gene, die im HI-Tumor überexprimiert vorlagen, sind vorwiegend in folgenden Funktionen 
involviert: Zellwachstum, Syntheseprozesse, Zelladhäsion, Migration und erhöhte 
Tumorzellmotilität durch Reorganisation von Aktin. Besonders auffallend war auch die 
deutlich höhere Expression des IGF-1 Rezeptors im Hormon-unabhängigen HI-Tumor. 
Im H-Tumor waren v.a. Gene zur Steuerung metabolischer Aktivitäten sowie Gene für 
Zelladhäsionsprozesse überexprimiert. Im Vergleich zum HI-Tumor ließen sich zusätzlich 
hochregulierte Gene finden, die für Komponenten des Immunsystems kodieren. 
 
Die differenzielle Genexpression nach Photonen- und 12C- RT wurde an jeweils vier 
Zeitpunkten nach Bestrahlung analysiert (
Bestrahlte HI-Tumore 
Abb. 39). 
Insgesamt waren 484 Gene mit einem p- Wert < 1 x 10-4 in mindestens einer der untersuch-
ten 9 Gruppen aufgrund von Bestrahlung reguliert. Die wichtigsten 147 Gene mit bekannter 
Funktion sind nachfolgend dargestellt (Abb. 39). 
Allgemein wurde nach Bestrahlung die Genexpression der DNA- Reparatur, des Zellzyklus-
arrest, von bestimmten Komponenten des Immunsystems (z.B. Zytokine, Caspasen), der 
Ionenkanäle sowie die Erhöhung der Migration (z.B. durch Aktinfilament Reorganisation, 
ICAM) hochreguliert. 
Im Gegensatz dazu wurden v.a. Gene, die in der Zellzyklusprogression, im aeroben 
Stoffwechsel sowie Angiogenese und Zelladhäsion involviert sind oder für bestimmte 




Die Dynamik der strahleninduzierten Genregulierung über die Zeit erwies sich als äußerst 
komplex. Für die beiden Strahlqualitäten wurden nicht nur gegenläufige Expressionsmuster 
sondern auch Intensitätsveränderungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten festgestellt. 
Charakteristisch für Photonen- und 12C- RT war eine Herunterregulierung von Genen des 
Immunsystems kurz nach Bestrahlung, erst nach 14 Tagen erreichten oder übertrafen diese 
wieder Kontrollniveau. Zahlreiche Zellzyklus- und Metabolismus- regulierende Gene wurden 
ebenfalls nur kurzzeitig nach RT herabreguliert. Nach 14 Tagen wurden sie dann erneut 
niedrig exprimiert.  
Zeitlicher Verlauf nach Bestrahlung 
DNA- Reparatur induzierende Gene (Ccng1, Cdkn1a) waren 8 und 18 h nach Photonen- und 
12C- RT stark hochreguliert und bereits nach 72 h wieder auf dem niedrigen Expressions-
niveau der Kontrollen. Im Gegensatz dazu waren die Reparatur reprimierenden Gene 
(Ns5atp8, PCNA, Pttg1) 8 und 18 h nach Photonen und 12C- RT stark herunterreguliert und 
bereits nach 72 h wieder auf dem normalen Expressionsniveau der Kontrollen. 
Epas 1 (HIF2α) wurde sowohl nach Photonen- als auch 12C- RT zu späten Zeitpunkten (14 d) 
stark hochreguliert. 
8 h nach RT war unabhängig von der Strahlqualität eine Expression von Stressantwort- 
Genen und ATPasen sowie Natrium- Kalium- Pumpen beobachtbar. Allerdings war diese 
Hochregulierung nach Photonen- stets prägnanter als nach 12C- RT. 
 
Einzelne wenige Gene zeigten unterschiedliche Regulierung nach Photonen- und 12C- RT. 
So wurde z.B. ein Rezeptor für Wnt- Signalproteine (Fzd 9) 18 h nach Photonen- RT deutlich 
höher exprimiert als nach 12C- RT, wo eine gleichbleibend niedrige Expression detektierbar 
war. 14 Tage nach RT war in beiden Gruppen eine deutliche Verringerung dieser 
Genexpression sichtbar. Auch für Caspase 3 wurde ein differenzieller zeitlicher Unterschied 
festgestellt. Dieses Gen war bereits 8 h nach Photonen- aber erst 18 h nach 12C- RT 
hochreguliert. 
Differenziell regulierte Gene 
Eine Reihe von Genen (Pcyt 2, Smarcd 3, Hes 6, Cd109, Bbc 3, Pias 3, Btg 2, Lig 4, Cgref 1, 
Ephx 1, Ada, TNFR homolog 1, Trp53inp1, Fscn 2 und Gdf15) war nach Photonen- RT nur 
zum ersten Zeitpunkt (8 h) hochreguliert, im späteren Zeitverlauf jedoch nicht mehr. Auch 
Kohlenstoffionen induzierten eine frühe Hochregulierung dieser Gene, allerdings blieb ihre 
Expression über einen deutlich längeren Zeitraum erhalten. Erst nach 72 h waren diese 
Gene dann wieder bei beiden Strahlmodalitäten auf vergleichbarem Level. 
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Das Myoc- Gen (kodiert für einen Leucin- Zipper) wurde nach Photonen- und 12C- RT 
hochreguliert. Während bei Photonen die Expression hoch blieb, wurde dieses Gen 72 h 
nach 12C- RT deutlich herunterreguliert. 
 
Abb. 38: Heatmap der Genexpressionsanalyse von unbehandelten HI- und H-Tumoren. Die 
grünen Intensitäten zeigen eine mindestens 2- fache Herunterregulierung, die roten Intensitäten eine 
mindestens 2- fache Hochregulierung der Gene an. Die Analyse erfolgte mit einem gepaarten 









Abb. 39: Heatmap der Genexpressionsanalyse von 1 Fx Photonen oder 12C- bestrahlten HI-
Tumoren im Zeitverlauf. Die grünen Intensitäten zeigen eine mindestens 2- fache Herunter-
regulierung, die roten Intensitäten eine mindestens 2- fache Hochregulierung der Gene an. Die 
Analyse erfolgte mit einer in 9 Gruppen eingeteilten einfaktoriellen Varianzanalyse ANOVA. Alle 
aufgelisteten Gene lieferten einen p- Wert < 1 x 10-4. 
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Für die drei Gene Atp1a2, Alas 2 und Hbb zeigte sich bei 8 h nach 12C- RT eine deutliche 
Erhöhung der Expression und ab 18 h bis einschließlich 14 d nach RT eine starke 
Runterregulierung. In den mit Photonen- bestrahlten Tumoren waren zwar auch Tendenzen 
einer frühen Hochregulation zu erkennen, allerdings eher bei 18 h nach RT und die 
Herunterregulierung erfolgte ebenso später und war sehr viel schwächer ausgeprägt. 
Die Gene Tnfrsf 14, Card 11, Dnase 1/3, Scin, C2ta, MHC class II Antigen, Nkrp 11 und 
Cdh 17 wurden bei 8 und 18 h nach Photonen- RT deutlich weniger exprimiert als nach 12C- 
RT. Jedoch waren diese Gene dann auch bereits bei 72 h nach 12C- RT deutlich eher und 
stärker hochreguliert als zu vergleichbaren Photonen- Zeitpunkten. 
ICAM-1 wurde 8 und 18 h nach RT für beide Strahlmodalitäten hochreguliert. Im Fall von 
Photonen- RT war ICAM-1 72 h nach RT wieder auf Kontrollniveau. Nach 12C- RT blieb es 
auch nach 72 h auf einem leicht erhöhten Niveau. 
 
Ein anderes Verhalten zeigt das Proc- Gen, welches in die Blutkoagulation involviert ist. 
Photonen induzierten eine frühe Hochregulierung, die nach 18 h wieder abgeklungen war. 
Dagegen gab es nach 12C- RT überhaupt keine Regulation. 
Ausschließlich durch Photonen- RT induzierte Gene 
Des Weiteren wurde 18 h nach Photonen-RT eine Hochregulierung der MAP- Kinase 
festgestellt, die nach 12C- RT fehlte. 
Die Gene Mgst 3, Wfdc 2, Gabrp, Ica 1, Ptgs 1, Mmp 11, Krt 20 und Enpep unterlagen nach 
12C- RT keiner Regulation, aber waren 8 und 18 h nach Photonen- RT deutlich 
herunterreguliert. 
 
12C- RT verursachte präferentiell eine Aktivierung der Gene Tnfrsf 14, Card 11, Dnase 1/3, 
Scin, C2ta, MHC class II Antigen, Nkrp 11 und Cdh 17. 






3.6 Charakterisierung von Tumorsubpopulationen 
3.6.1 Analyse der drei Tumorsublinien (H, HI, AT1) 
In den drei unbehandelten Sublinien des syngenen Dunning R3327- Prostatamodells wurden 
zunächst individuelle Tumorsubpopulationen durch Bestimmung des DNA-Gehaltes in 
Korrelation mit verschiedenen etablierten Zelloberflächenmarkern charakterisiert. Es wurden 
sowohl durchflusszytometrische Messungen, als auch histologische Untersuchungen 
durchgeführt.  
 
3.6.2 Untersuchung verschiedener Subpopulationen mittels FACS- Analyse 
Der Ploidiestatus (DNA- Index), die Zellzyklusverteilung sowie die qualitative und quantitative 
Expression von verschiedenen Oberflächenmarkern wurde mittels Durchflusszytometrie 
bestimmt. 
Tumorzellen zeichnen sich durch genomische Veränderungen und Zellzyklusderegulation 
aus. Alle drei untersuchten Sublinien enthielten einen ähnlichen Anteil an diploiden Zellen, 
jedoch variierte die Menge und Art an aneuploiden Zellen beträchtlich. Charakteristisch für 
die beiden gut differenzierten Sublinien H und HI war eine markante peridiploide Population 
(zwischen 60- 80%) mit einem DNA- Index von 1,07. Zusätzlich existierte noch eine stärker 
aneuploide Zellart mit einem übereinstimmenden DNA- Index von 1,8 (Tab. 7, Abb. 40: 6% 
in HI- und 11% in H-Tumoren). 
Im Gegensatz dazu besaß der anaplastische AT1-Tumor einen hohen Anteil (33%) einer 
beinahe tetraploiden Zellfraktion mit einem DNA- Index von 1,8. Peridiploide Zellen waren 
nicht vorhanden. 
Normale murine Prostatazellen waren alle rein diploid und zeigten einen Proliferationsindex 
(Anteil an proliferierenden Zellen) von 11,5%, was einer moderaten Zellteilungsrate 
entspricht. Im Vergleich dazu hatten die stark proliferativ aktiven Zellen des AT1-Tumors 
einen Proliferationsindex von 33% in aneuploiden und 27% in diploiden Zellen. H und HI-
Tumoren wiesen eine deutlich geringere proliferative Aktivität auf (Tab. 7, Abb. 40). 
Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse, dass die Tumordifferenzierung mit der 
Heterogenität in Prostatatumoren korreliert und das R3327-Modell mit den verschiedenen 
Sublinien diese Heterogenität widerspiegeln kann. 
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Tab. 7: Zellzyklusanalyse und DNA- Indices von Prostatagewebe und Prostatakrebssublinien 











G0/1 88,5 ± 2,7 n.d. n.d. 
S 3,8 ± 0,6 n.d. n.d. 
G2/M 7,8 ± 2,2 n.d. n.d. 
Proliferationsindex 11,5 ± 2,8 n.d. n.d. 
Gesamt 100,0 ± 0,0 n.d. n.d. 
R3327-H 
G0/1 94,0 ± 3,0 82,2 ± 5,3 49,5 ± 18,8 
S 2,7 ± 0,8 15,7 ± 6,3 25,4 ± 22,7 
G2/M 3,3 ± 3,3 2,1 ± 1,8 1,6 ± 1,8 
Proliferationsindex 6,0 ± 3,0 17,8 ± 5,3 27,0 ± 22,6 
Gesamt 33,5 ± 31,3 59,1 ± 32,7 7,3 ± 4,0 
R3327-HI 
G0/1 28,3 ± 37,5 86,3 ± 6,3 14,8 ± 33,2 
S 42,3 ± 11,8 9,1 ± 5,4 4,5 ± 10,1 
G2/M 2,7 ± 5,0 4,7 ± 1,0 0,6 ± 1,4 
Proliferationsindex 13,5 ± 23,3 13,8 ± 6,3 5,2 ± 11,5 
Gesamt 15,3 ± 22,5 82,2 ± 28,0 2,5 ± 5,6 
R3327-AT 
G0/1 73,1 ± 2,7 n.d. 66,6 ± 1,2 
S 6,6 ± 0,0 n.d. 20,7 ± 0,6 
G2/M 20,3 ± 2,7 n.d. 12,5 ± 2,2 
Proliferationsindex 26,9 ± 2,7 n.d. 33,2 ± 1,5 
Gesamt 66,5 ± 10,7 n.d. 33,5 ± 10,7 
Anmerkung: Zahlen sind aus den Zellzyklusverteilungen entnommen (Abb. 40) und als 
Mittelwerte ± SD von drei unabhängigen Experimenten dargestellt. 
n.d.: nicht detektierbar 






Abb. 40: DNA- Indices und Zellzyklusverteilung für eine Prostata aus der Ratte (A), R3327-H (B), -
HI (C) und -AT1 (D) Tumore: Die zwei differenzierten Tumorsublinien R3327-H und –HI sind durch 
einen peridiploide Fraktion charakterisiert (DNA- Index 1,0; blau eingefärbt) und einer hoch 
aneuploiden Zellfraktion (grün gefärbt) mit einem DNA- Index von 1,8. Die rot eingefärbte Population 
repräsentiert die diploiden Zellen. Im Gegensatz dazu hat die anaplastische Sublinie AT1 eine diploide 
Fraktion (rot) und nur eine aneuploide Fraktion mit einem DNA- Index von 1,8 (blaue Farbe). 
 
Die Expression von möglichen Zelloberflächenmarkern wurde zuerst als Machbarkeitsstudie 
in Form einer Einzelparameter- Analyse durchgeführt. Hierzu wurden in den Sublinien AT1, 
H und HI sowie in muriner Prostata Zellpopulationen mit Expression von CD24, CD44, 
CD133, CD326, Zytokeratin 5/8 und Zytokeratin 19 detektiert (Tab. 8). Der anaplastische 
AT1-Tumor zeigte jeweils den höchsten Gehalt an allen untersuchten Oberflächenmarkern. 
Jedoch traf dies nicht auf die zytoplasmatischen Zytokeratine zu. Der sehr gut differenzierte 
H-Tumor zeigte ein vergleichbares Markerprofil zur murinen Prostata, allerdings mit einem 
starken Gehalt an Zytokeratin 19. Unerwartet waren die sehr geringen Mengen an 
Zytokeratinen in der murinen Prostata (Tab. 8). 
 
Tab. 8: Einzelparameter FACS- Analyse von Oberflächenmarkern und Zytokeratinen. Die Zahlen 
entsprechen Mittelwerten ± SD aus drei unabhängigen Experimenten. Für Zytokeratin 5/8 und 19 sind 
















3,0 ± 0,8 4,8 ± 6,3 10,5 ± 7,9 9,3 ± 6,6 0,7 1,4 
R3327-H 5,9 ± 3,0 8,0 ± 5,8 2,9 ± 1,7 6,2 ± 4,4 2,3 34,5 
R3327-HI 8,5 ± 8,1 20,3 ± 14,6 6,6 ± 7,3 11,1 ± 8,8 4,5 87,1 
R3327-AT 15,3 ± 10.8 24,6 ± 13,4 16,9 ± 8,7 20,5 ± 9,9 1,0 77,7 
 
Die weitere Charakterisierung der Subpopulationen erfolgte über die Detektion von doppelt 
positiven Zellen (CD24+/CD44+, CD133+/CD326+, CD24+/CD326+, CD133+/CD44+) in 
Prostata und Tumoren (Tab. 9). Die kleinste Anzahl (0,7 ± 1,2) doppelt positiver 
CD133+/CD44+ Zellen wurde im H-Tumor gefunden. Wie in der Einzelparameter Analyse 
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hatte der AT1-Tumor mit 17,9% ± 8,7 CD24+/CD44+ und 9,9% ± 7,1 CD24+/CD326+ den 
höchsten Gehalt an doppelt positiven Zellen (Tab. 9). 
 
Tab. 9: Multiparametrische FACS- Analyse von Oberflächenmarkern. Die Zahlen entsprechen 













3,5 ± 4,7 8,4 ± 7,5 3,4* 8,1* 
R3327-H 3,8 ± 2,6 2,9 ± 2,3 1,2 ± 1,3 0,7 ± 1,2 
R3327-HI 5,8 ± 9,2 6,5 ± 9,4 1,5 ± 1,0 2,9 ± 0,1 





Abb. 41: Multiparametrische Analyse des differenzierten Dunning R3327-H Tumors markiert mit 
CD326-FITC, CD133-PE und DAPI. (A) Zellgröße und Granularität; (B) DNA-Gehalt mit aneuploiden 
Zellen mit einem DNA- Index von 1,07 und 1,8; (C) Histogramm für die CD326-FITC Expression; (D) 
Histogramm für die CD133-PE Expression; (E) Dot Plot Analyse des DNA-Gehalts gegen CD326-
FITC, der Pfeil markiert G0/1-Phase der aneuploiden Zellpopulation mit einer geringen Expression von 
CD326-FITC; die diploide Zellfraktion ist negativ; (F) Dot Plot Analyse des DNA-Gehalts gegen 
CD133-PE, der Pfeil markiert G0/1-Phase der aneuploiden Zellpopulation mit einer geringen 
Expression von CD133-PE; die diploide Zellfraktion ist unmarkiert; (G) Dot Plot Analyse von CD326-
FITC gegen CD133-PE für die Detektion von CD133-PE (QB1) oder CD326-FITC (QB4) 
einzelpositiven Zellen sowie CD326+/CD133+ Zellen (QB2). 
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Zusätzlich wurde untersucht in welcher Zellzyklusphase sich die Oberflächenmarker-
positiven Zellen befinden und ob eine Korrelation zur aneuploiden Population besteht. 
Exemplarisch ist diese Analyse für die Marker CD133 und CD326 in AT1, H und HI unten 
stehend aufgeführt (Abb. 41 bis Abb. 43). Die Pfeile markieren jeweils die positiven Zellen, 
die aus der aneuploiden Subpopulation hervorgehen. Die Anzahl an CD133+- oder CD326+-
Zellen war im H- sehr gering (Abb. 41), höher im HI- (Abb. 42) und im AT1-Tumor am 
höchsten (Abb. 43). Für den AT1-Tumor war eindeutig zu erkennen, dass fast alle Marker+-
Zellen aus der aneuploiden und nicht aus der diploiden Subpopulation stammten. Diese 
Ergebnisse zeigen damit eine stärkere Expression von putativen Stammzellmarkern in 
Subpopulationen mit höherem Ploidiegrad. Die höchste Expression wurde bei einem DNA- 
Index von 1.8 erreicht. Alle untersuchten Oberflächenmarker wurden vermehrt in der G0/1-
Phase und nur wenige in der G2/M-Phase der aneuploiden Zellen exprimiert. 
Folglich konnte gezeigt werden, dass die drei untersuchten Tumorlinien eindeutig in ihrem 
Ploidiestatus differieren. Jeder Tumor hat ein charakteristisches Oberflächenmarkerprofil, 




Abb. 42: Multiparametrische Analyse des differenzierten Dunning R3327-HI Tumors markiert mit 
CD326-FITC, CD133-PE und DAPI. (A) Zellgröße und Granularität; (B) DNA-Gehalt mit aneuploiden 
Zellen mit einem DNA- Index von 1,07 und 1,8; (C) Histogramm für die CD326-FITC Expression; (D) 
Histogramm für die CD133-PE Expression; (E) Dot Plot Analyse des DNA-Gehalts gegen CD326-
FITC, der Pfeil markiert die G0/1-Phase, rechts davon liegen Zellen in der S-Phase und der G2/M-
Phase, der aneuploiden Zellpopulation mit einer moderaten Expression von CD326-FITC; die diploide 
Zellfraktion ist negativ; (F) Dot Plot Analyse des DNA-Gehalts gegen CD133-PE, der Pfeil markiert 
G0/1-Phase der aneuploiden Zellpopulation mit einer geringen Expression von CD133-PE; die diploide 
Zellfraktion ist unmarkiert; (G) Dot Plot Analyse von CD326-FITC gegen CD133-PE für die Detektion 
von CD133-PE (QB1) oder CD326-FITC (QB4) einzelpositiven Zellen sowie CD326+/CD133+ Zellen 
(QB2). 




Abb. 43: Multiparametrische Analyse des differenzierten Dunning R3327-AT1 Tumors markiert 
mit CD326-FITC, CD133-PE und DAPI. (A) Zellgröße und Granularität; (B) DNA-Gehalt mit 
aneuploiden Zellen mit einem DNA- Index von 1,8; (C) Histogramm für die CD326-FITC Expression; 
(D) Histogramm für die CD133-PE Expression; (E) Dot Plot Analyse des DNA-Gehalts gegen CD326-
FITC, die Pfeile markieren G0/1-Phase und G2/M-Phase der aneuploiden Zellpopulation mit einer 
starken Expression von CD326-FITC; die diploide Zellfraktion ist negativ; (F) Dot Plot Analyse des 
DNA-Gehalts gegen CD133-PE, die Pfeile markieren G0/1-Phase und G2/M-Phase der aneuploiden 
Zellpopulation mit einer starken Expression von CD133-PE; die diploide Zellfraktion ist unmarkiert; (G) 
Dot Plot Analyse von CD326-FITC gegen CD133-PE für die Detektion von CD133-PE (QB1) oder 





3.6.3 Mikroskopische Untersuchung verschiedener Subpopulationen 
Um die räumliche Verteilung von Zellen mit definierten Oberflächenmarkern in den drei 
Tumorsublinien zu erhalten, wurden parallel zu den FACS- Analysen mit denselben 
Antikörpern histologische Immunfluoreszenzfärbungen durchgeführt. Repräsentative Bilder 
sind in Abb. 44 dargestellt. Da sich herausstellte, dass die Ergebnisse sehr stark von der 
Fixierungsmethode des Gewebes abhingen, wurden verschiedene Fixative mit einbezogen. 
Die Ergebnisse sind in Tab. 10 zusammengefasst. Mit Ausnahme von Zytokeratin-19 wurden 
die besten Färbeergebnisse mit Methanol/ Azeton- fixierten Schnitten erzielt. Außer CD133 
in normaler muriner Prostata konnten alle Oberflächenmarker in den untersuchten Geweben 
mit Hilfe der verschiedenen Fixierungstechniken angefärbt werden (Tab. 10). Generell sind 
Intermediärfilamente wie die Zytokeratine leichter anzufärben und damit unabhängiger von 




Tab. 10: Einfluss der Gewebefixierung auf die Immunfluoreszenzfärbung von Oberflächen-
markern 





nativ + + - + ++ + 
4% PFA/PBS * * * * ++ * 
Methanol/Azeton - - * * ++ - 
R3327-H 
nativ + + - - ++ +++ 
4% PFA/PBS + + + + ++ +++ 
Methanol/Azeton - +++ - - +++ + 
R3327-HI 
nativ ++ - - - +++ +++ 
4% PFA/PBS * + - - +++ + 
Methanol/Azeton - + + - +++ - 
R3327-AT 
nativ - + - - - +++ 
4% PFA/PBS ++ + + + + +++ 
Methanol/Azeton + +++ + + - - 
*:  wegen zu hohem Hintergrund keine eindeutige Aussage möglich 
-:  keine solide Färbung unter diesen Färbebedingungen in diesem bestimmten Gewebe 
    sichtbar 
+: markiert eine solide sichtbare und wiederholbare Färbung 
(+): nur Einzelzellen angefärbt 
(++): mehrere untereinander verbundene positive Zellen 





Abb. 44: Immunfluoreszenzdarstellung von Zytokeratinen und Oberflächenmarkern (rot) in den 
drei Sublinien des Dunning R3327 Prostatakrebsmodells. (A) ZK 5/8 in nativen (luftgetrockneten) H-
Tumoren; (B) CD44 in 4% PFA/ PBS fixierten HI-Tumoren; (C) CD133 in Methanol/ Azeton fixierten 
HI-Tumoren; (D) CD326 in nativen (luftgetrockneten) HI-Tumoren. Zellkerne wurden mit DAPI (blau) 
angefärbt. Vergrößerung 200-fach. Größenmaßstab: 100 µm.  
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3.6.4 Etablierung von Tumorsublinien in vitro 
Um die Ausbeute für zukünftige Zellsortierungen zu erhöhen und um die drei Tumorsublinien 
weiteren in vitro Test zugänglich zu machen, sollten alle drei Linien in der Zellkultur etabliert 
werden. Die Tab. 11 zeigt eine Zusammenfassung der durchgeführten 
Etablierungsversuche. 
Es wurden die folgenden drei Versuchsansätze gewählt: 
• Gesamttumorverdau und unmittelbare Übertragung in die Zellkultur 
• Gesamttumorverdau mit anschließender Anreicherung von CD24+ - Zellen 
mittels MACS- Microbeads 
• Gesamttumorverdau mit anschließender FACS- Sortierung nach  
CD24+/CD45- - Zellen 
Da das R3327- Prostatakarzinom epithelialen Ursprungs ist, wurde der epitheliale 
Oberflächenmarker CD24 für die Positivselektion verwendet. Die Grundüberlegung CD45+ - 
Zellen zu eliminieren bestand darin, dass z.B. Fibroblasten, die die Etablierung primärer 
Zelllinien erheblich stören, diesen Oberflächenmarker ebenfalls tragen könnten.  
 
Tab. 11: Zellkultur-Etablierungsansätze für die drei PCa-Tumorlinien AT1, HI, H. 
Ausgangsmaterial Zellkultur etabliert? 
 AT1 HI H 
Gesamttumorverdau Ja 





Ja Ja Ja 
FACS- Sortierung 
CD24+/CD45- 
Ja Nein (Kontamination) Nein (kein Wachstum) 
 
Voruntersuchungen ergaben eine Zellvitalität nach MACS- bzw. FACS- Prozedur von 80 - 
85%. 
Für die AT1-Sublinie war die Etablierung einer Zellkultur mit allen 3 Varianten erfolgreich 
(Tab. 11). 
Für die Sublinie HI konnte bisher nur mit den CD24- angereicherten MACS- Zellen eine 
Zellkultur etabliert werden. Im Falle des H-Tumors konnten sowohl aus dem 
Gesamtzellverdau, als auch aus der MACS- Anreicherung Zellen gewonnen werden, die in 
vitro passagierbar waren. Allerdings sahen die etablierten Zelllinien morphologisch 
unterschiedlich aus (Abb. 45), so dass eine weitere Charakterisierung nach bewiesener 
Tumorinduktion (in vivo) notwendig ist. 
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Während die AT1- Zelllinie eine typisch epitheliale Morphologie aufwies, bestand die HI- 
Zelllinie aus wesentlich kleineren kubischen Zellen, die einen ausgedehnten Zellverband 
eingingen. Die H- Zelllinie war dagegen durch extrem große flächige Zellen mit wenig 
kontrastarmem Zytoplasma gekennzeichnet. 
 
Abb. 45: Lichtmikroskopische Aufnahme von AT1-, H- und HI-Zellen in vitro. Größenmaßstab: 
100 µm. Vergrößerung: 100-fach. 
 
Der Erfolg der MACS- Anreicherung wurde durch den Vergleich von FACS- Analysen der 
CD24+/CD45- - Zellen vor und nach MACS- Anreicherung bestätigt (Tab. 12). Besonders für 
den H und den AT1-Tumor brachte die Anreicherung gute Ergebnisse. Allerdings war die 
Ausgangsanzahl an CD24+ - Zellen im AT1-Tumor zu gering (< 1%), so dass eine MACS- 
Anreicherung lediglich zur Erhöhung der Zellzahl für eine anschließende FACS- Sortierung 
zukünftig verwendet werden sollte. Trotz einer leichten Erhöhung der CD45+ - Zellen im H-
Tumor war die Anreicherung auf 75% CD24+ - Zellen sehr erfolgreich. Beim HI-Tumor führte 
die MACS-Prozedur zwar zu einer Verringerung der Zahl an CD24+ - Zellen, gleichzeitig 
reduzierte sich aber auch die Anzahl an unerwünschten CD45+ - Zellen. 
Nach einer 4- wöchigen Passage, der aus der MACS- Anreicherung etablierten Zelllinien, 
wurde eine erneute FACS- Analyse durchgeführt. Für die H-Zellkultur ergab sich ein Wert 
von 88% CD24+ - Zellen (vergleichbar zum Zustand nach der MACS- Anreicherung, siehe 
Tab. 12). Im Vergleich hierzu hatte die AT1-Zellkultur weiterhin nur einen geringen Anteil an 
CD24+ - Zellen (ca. 6%). Im Gegensatz dazu waren nach 4- wöchiger Zellkultur ca. 80% der 
HI-Zellen CD24+.  
 
Tab. 12: FACS- Analyse der drei Tumorsublinien vor und nach erfolgter CD24 MACS-
Anreicherung 
Zellen [%] AT1 (vor / nach) HI (vor / nach) H (vor / nach) 
CD24+ 0,03 / 17 64 / 50 28 / 75 
CD45+ 95 / 34 32 / 10 7,8 / 15 
CD24+/CD45- 0 / 14 50 / 37 26 / 47 
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Nach erfolgreicher Etablierung der Zellkulturen in vitro, stellte sich die Frage der in vivo 
Tumorinduktionsfähigkeit. Es wurden alle vorhandenen Zellkulturen (Tab. 11) subkutan mit 
Matrigel in die Oberschenkel von COP-Ratten injiziert. Die Nachbeobachtungszeit läuft bei 
den meisten Versuchen noch, deshalb hier nur ein kurzer Überblick: 
 
AT1:  150.000 – 800.000 Zellen injiziert  → bis zum Tag 111 kein Tumor  
Gesamttumorverdau:  
H:  80.000 – 1.500.000 Zellen injiziert  → bis zum Tag 102 kein Tumor 
 
AT1: 10 – 200.000 Zellen injiziert  → nach 190 Tagen kein Tumor 
(abgeschlossen) 
MACS- Anreicherung: 
HI: 1 - 2 Mio. Zellen injiziert  → bis zum Tag 83 kein Tumor 
H: 1 Mio. Zellen injiziert   → bis zum Tag 83 kein Tumor 
 
AT1: 3.000 – 375.000 Zellen injiziert  → bis zum Tag 102 kein Tumor 
CD24+/CD45- FACS- SORT: 
 
AT1: 1.000 – 450.000 Zellen injiziert → nach 103 Tagen (1 Tumor, 450.000 Zellen) 
CD24-/CD45- FACS- SORT: 
H: 1.000 – 100.000 Zellen injiziert → bis zum Tag 157 kein Tumor 
 
Anhand dessen zeigte sich bis zum gegenwärtigen Zeitpunkt keine Tumorinduktionsfähigkeit 
von Tumorzellen aus den etablierten Kulturen. Die Beobachtungszeit wird mindestens bis 
200 Tage ausgedehnt werden, um mögliche spät wachsende Tumore zu detektieren. 
 
 
Zusätzlich wurden aus den MACS- Anreicherungen für die Zellkultur (siehe Tab. 12) auch 
direkt angereicherte Zellen aller drei Sublinien s.c. in den Oberschenkel von COP-Ratten 
injiziert. Die Zellen standen allerdings weitere 8 h auf Eis, so dass ihre Tumor- induzierende 
Kapazität wahrscheinlich reduziert war. Nach 300 Tagen Beobachtungszeit konnten für AT1 
und H-Sublinie keine Tumore gefunden werden. Im Falle des HI-Tumors sind bei zwei von 






3.6.5 Bestimmung der Tumorinduktionsraten (LDA) 
Um den Einfluss von Bestrahlung auf die Tumor- induzierenden Zellen (TICs) zu 
untersuchen, galt es zunächst Tumorzellen mit klonogener Fähigkeit zu identifizieren. Da im 
Dunning Prostatatumormodell unter in vivo Bedingungen TICs bisher nicht charakterisiert 
sind, entschieden wir uns aufgrund der Voruntersuchungen (siehe Kapitel 3.6.4) für eine 
FACS- Sortierung von CD24+/CD45- - Zellen aus den drei Sublinien AT1, HI und H (Methode 
beschrieben in Kapitel 2.11). 
Die Tumorinduktionsanalyse (Limiting Dilution assay, LDA) für den AT1 und H-Tumor sind in 
Tab. 13 zusammengefasst. 
 
Tab. 13: FACS- SORT von CD24+/CD45-  - Zellen zur Bestimmung der Tumorinduktionsraten für 
den AT1 und H-Tumor. Limiting Dilution assay (LDA) wurde mit 10 - 1.000 Zellen (AT1) bzw. 10 - 
50.000 Zellen (H) subkutan in den Oberschenkel von COP-Ratten durchgeführt. Angegeben ist die 
Anzahl an gewachsenen Tumoren / Anzahl an Injektionen (Spots) pro Zellzahl  
Sortierung Injizierte Zellen AT1 Spots 
Injizierte Zellen 
H Spots 
CD24+/CD45- 10 0 / 4 10 0 / 4 
 100 0 / 8 100 1 / 8 
 1.000 0 / 8 1.000 0 / 8 
   10.000 3 / 8 
   50.000 2 / 4 
Nachbeobach- 
tungszeit 145 Tage  180 Tage 
Wachstum seit Tag 
142 bzw. 167  
 
 
Für den AT1-Tumor wurden 10, 100 und 1.000 CD24+/CD45- - Zellen s.c. in den Ober-
schenkel des Tiers injiziert. Da die Ausgangsmenge an CD24+/CD45- - Zellen im AT1-Tumor 
mit 0,5% sehr gering war, war es nicht möglich höhere Zellzahlen zu sortieren. Bis zum 
jetzigen Zeitpunkt konnte keine Tumorinduktion für AT1-Tumore beobachtet werden. 
Womöglich sind längere Nachbeobachtungszeiten nötig, bis ein palpierbarer Tumor entsteht. 
Im Falle des H-Tumors wurden in der FACS- Analyse CD24-, CD24dim (intermediär gefärbt) 
und CD24+ (stark positiv) – Zellen detektiert. Es wurden nur stark positive CD24+ - Zellen 
sortiert. Dadurch erhält man lediglich 14% CD24+/CD45- - Zellen im Ausgangstumor anstatt 
60% für die Gesamt- CD24 - Population (CD24+ und CD24dim) im H-Tumor. Aus einem 
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Ausgangstumor war deshalb bisher nur die Gewinnung von relativ geringen CD24+/CD45- - 
Mengen (Injektionen bis 50.000 Zellen) möglich. 
Seit Tag 142 post Injektion waren zwei H-Tumore (10.000 bzw. 50.000 Zellen injiziert) und 
seit Tag 167 vier weitere Tumore (100, 10.000; 50.000 Zellen) palpierbar, allerdings zeigen 
alle ein sehr langsames Wachstum. 
Zusätzlich wurde eine Negativpopulation mit CD24-/CD45- - Zellen (1.000, 10.000, 100.000 
Zellen) des AT1- und des H-Tumors injiziert. Zum derzeitigen Zeitpunkt (180 Tage post 
Injektion) konnten keine Tumore detektiert werden. 
Es wurden auch weitere Sortierungen nach CD45-/Thy1- - Zellen vorgenommen, die zu einer 
deutlich höheren Ausbeute führten. Da bereits 56% der Zellen im H-Tumor (und 14% im 
AT1-Tumor) CD45-/Thy1- - Zellen waren, konnten über 2 Mio. Zellen sortiert werden. Es 
wurden pro Tumorlinie 1.000, 10.000, 100.000 und 500.000 CD45- / Thy1- - Zellen injiziert, 
aber auch nach 300 Tagen Beobachtungszeit konnten keine Tumore beobachtet werden. 
Im HI-Tumor wurden ebenfalls CD24+ und CD24dim - Zellen detektiert. Nur die stark positiven 
CD24+ - Zellen (10% des HI-Tumors) wurden sortiert, mit Zellzahlen von 10 - 200.000 injiziert 
und für 297 Tage nachbeobachtet (Tab. 14). In diesem Experiment konnte eine klare 
Abhängigkeit von injizierter CD24+/CD45- - Zellzahl und der Tumorinduktionsrate 
nachgewiesen werden. 
 
Tab. 14: FACS- SORT von CD24+/CD45- - Zellen zur Bestimmung der Tumorinduktionsraten für 
den HI-Tumor. Limiting Dilution assay (LDA) wurde mit 10 - 200.000 Zellen subkutan in den 
Oberschenkel von COP-Ratten durchgeführt. Angegeben ist die Anzahl an gewachsenen Tumoren / 
Anzahl an Injektionen (Spots) pro Zellzahl, die daraus berechnete Tumorinduktionsrate und die 
Induktionszeit, bestimmt als die Zeit eines erstmalig auftretenden palpierbaren Tumors post Injektion. 
Die Nachbeobachtungszeit betrug 297 Tage. Die Werte sind Mittelwerte ± SD.  
Injizierte Zellen Tumorwachstum Tumorinduktion [%] Induktionszeit [Tage] 
10 0 / 4 0 - 
100 3 / 8 37,5 84 ± 26 
1.000 7 / 8 87,5 71 ± 23 
10.000 6 / 8 75 73 ± 22 
100.000 4 / 4 100 85 ± 13 




Nur 100 Zellen waren ausreichend um Tumorwachstum zu induzieren. Je mehr Zellen 
injiziert wurden, desto höher war die Wahrscheinlichkeit einer Tumorinduktion. Ab einer 
Zellzahl von 100.000 lag die Tumorinduktionsrate bei 100%. In der Regel war die Zeit bis 
zum ersten Auftreten der Tumore unabhängig von der injizierten Zellzahl. Lediglich nach 
Injektion von 200.000 Zellen war die Latenzzeit etwas verkürzt. Bei der kleinsten 
eingesetzten Zellzahl (10 Zellen) konnten keine Tumore innerhalb von 300 Tagen detektiert 
werden. 
Schlussfolgernd ergibt sich eine hohe Tumorinduktionsrate für CD24+/CD45- - Zellen des HI-
Tumors, da bereits 100 Zellen in der Lage waren einen kompletten Tumor zu generieren 
(Abb. 46).  
 
Ein CD24+/CD45- - sortierter HI-Tumor der in vivo angewachsen war, wurde erneut einer 
FACS- Analyse unterzogen (Tab. 15). Er wies weiterhin einen hohen Anteil an CD24+ - 
Zellen vergleichbar zum Zeitpunkt nach dem Sortieren auf, aber die Anzahl an CD45+ - 
Zellen war deutlich erhöht. Diese CD45+ - Zellen könnten ein immunogenes Infiltrat 
darstellen, so dass ein gewisser Anteil an CD45+ - Zellen in vivo immer vorhanden sein wird 
(syngenes Modell). In der Zellkultur (etabliert aus der MACS- Anreicherung) sowie direkt 
nach dem SORT waren alle CD45+ - Zellen eliminiert. 
 
Tab. 15: Analyse des HI-Tumors vor und nach erfolgter CD24+/CD45- - FACS- Sortierung sowie 
eines subkutan gewachsenen CD24+/CD45- Tumors aus dieser Sortierung. Es sind lediglich die 
CD24+ d.h. stark positiven Zellen angegeben, da diese auch für den FACS- SORT verwendet wurden. 
Zeitpunkt Vor SORT [%] Nach SORT [%] In vivo [%] 
CD24+ high 10 84 80 
CD45+ 4 0 12 
 
Die Morphologie von ursprünglichen HI-Tumoren, die zur Sortierung benutzt wurden, 
entspricht der Morphologie in vivo gewachsener CD24+/CD45- - Tumore (Abb. 46). In beiden 
Tumoren waren sowohl die für den HI-Tumor typischen cribriformen Zellen sowie stromale 
Bereiche und Gefäßstrukturen sichtbar. Zusätzlich waren auch die rotgefärbten Mucin 
sezernierenden drüsigen Strukturen zu erkennen. 
Von den CD24+/CD45- - induzierten HI-Tumoren (Tab. 14) wurden Fragmente in vivo, nach 
der für Bestrahlungsexperimente üblichen Methode (siehe Kapitel 2.3), weitertransplantiert. 
Alle Sekundärtumore aus diesen Fragmenten zeigten Wachstum und hätten nach 4 Wochen 
die gewünschte Bestrahlungsgröße erreicht. 
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Abb. 46: HE-Färbung eines unbehandelten Donor HI-Tumors und des in vivo gewachsenen 
CD24+/CD45- sortierten HI-Tumors. Größenmaßstab: 50 µm. Vergrößerung: 100- fach. 
 
3.6.6 Einfluss der Bestrahlung auf die CD24- Expression in HI-Tumoren 
Um den Einfluss von konventioneller Photonen- RT und hoch-LET Kohlenstoffionen-
bestrahlung auf die Anzahl Tumor- induzierender Zellen genauer zu prüfen, wurde am 
Beispiel der HI-Sublinie eine qualitative und quantitative Analyse auf histologischer Ebene 
durchgeführt. Als Marker für Zellen mit Tumor- initiierender Eigenschaft wurde aufgrund der 
vorausgegangenen Studien (siehe Kapitel 3.6.5) ein monoklonaler Antikörper gegen CD24 
der Ratte eingesetzt. Das histologische Material wurde aus der Longitudinalstudie 
entnommen (siehe Kapitel 2.9). 
Die immunhistologischen Ergebnisse zeigen eine hochspezifische Färbung von Oberflächen-
strukturen (Abb. 47) sowie eindeutige zeitliche Unterschiede im CD24- Expressionsmuster 
zwischen Photonen und 12C- RT. 
Die Quantifizierung der CD24+ - Expression (Abb. 48) ergab für unbehandelte HI-Tumore 
einen Anteil von ca. 10%. Nach Photonen- RT war die Anzahl CD24+ - Zellen zunächst stark 
reduziert (ca. 3% nach 8 h), 18 h nach Therapie konnte ein extremer Anstieg (ca. 25%) 
verzeichnet werden, der auch nach 72 h in einer vergleichbaren Größenordnung lag. 
Gleichzeitig nahm zu diesem Zeitpunkt die Intensität der Färbung etwas stärker zu. Parallel 
zu den deutlichen morphologischen Veränderungen im Tumor ab Tag 7, kam es auch zu 
einem stetigen Abfall der CD24- Expression. In den nekrotischen bzw. apoptotischen 
Arealen war CD24 nicht detektierbar (Abb. 47). Hingegen befand sich unter den 
überlebenden Restzellen ein hoher Anteil an CD24+ - Zellen. 28 d nach Bestrahlung war die 




Abb. 47: Zeitliche Dynamik der CD24- Expression in HI-Tumoren nach 1 Fx Photonen oder 12C. 
Nachweis des Oberflächenmarkers CD24 (rot) zu verschiedenen Zeitpunkten nach Bestrahlung. Die 
Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefärbt. Größenmaßstab: 50 µm. Vergrößerung: 200- fach. 
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Abb. 48: Quantifizierung von CD24+ - Zellen des HI-Tumors nach 1 Fx Photonen oder 12C. Es 
wurden pro Zeitpunkt und Strahlqualität (Photonen: blau; 12C: rot) je 3 Tumore (6 Bilder / Tumor) 




Auch 12C- bestrahlte Tumore zeigten eine erhöhte Menge (ca. 35%) an CD24+ - Zellen, die 
aber im Vergleich zu Photonen bereits 8 h nach Bestrahlung auftrat und bis 72 h konstant 
auf diesem hohen Niveau blieb. Anschließend konnte eine kontinuierliche Abnahme 
verzeichnet werden. Am Tag 21 nach 12C- RT ließen sich nur noch sehr wenige CD24+ - 
Zellen (ca. 3%) unter den intakten Zellen detektieren. 
Auffallend war der äußerst starke Anstieg des Oberflächenmarkers CD24 8 h nach 12C- RT. 
Im Gegensatz dazu war nach Photonen- RT die Menge an CD24 zu diesem Zeitpunkt am 
geringsten. Insgesamt sank die Expression von CD24 nach 12C- RT wieder schneller ab, 
besonders ab Tag 14 nach RT war ein signifikanter Unterschied zwischen beiden 
Strahlmodalitäten festzustellen. Schlussendlich konnte gezeigt werden, dass die Expression 





Im Vergleich zu Photonenbestrahlungen hat Kohlenstoffionen- RT (12C- RT) aufgrund ihrer 
physikalischen Eigenschaften und ihrer erhöhten relativen biologischen Wirksamkeit (RBW) 
das Potenzial eine bessere Heilungsrate bei gleicher oder geringerer Normalgewebstoxizität 
zu erreichen [10,13]. In dieser Arbeit wurden präklinische Untersuchungen zur 
Wirkungsweise von Kohlenstoffionen in drei verschiedenen Sublinien des syngenen 
Prostatakarzinoms R3327 in der Ratte durchgeführt. Ziel war die Identifizierung von 
möglichen differenziellen Wirkmechanismen der 12C- RT und Photonen- RT. 
 
4.1 Dosis-Wirkung und RBW 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Durchführung von systematischen und quantitativen 
Untersuchungen der Reaktion von experimentellen Tumoren auf eine Bestrahlung mit 
Kohlenstoffionen. Im Mittelpunkt standen dabei Fragen zur RBW und zu möglichen zugrunde 
liegenden Mechanismen einer 12C- RT im Vergleich zu einer Photonenbestrahlung. Zur 
Beantwortung dieser Fragestellung wurden als Erweiterung früherer Studien [11,52] 
zunächst Dosis-Wirkungsexperimente an zwei experimentellen Tumorsublinien (R3327-H 
und -HI) durchgeführt, die sich im histologischen Differenzierungsgrad unterscheiden. Ziel 
war es, klinisch relevante Parameter, wie die RBW als Funktion der Dosis pro Fraktion für 
den Endpunkt der lokalen Kontrolle zu bestimmen. Aus zeitlichen und logistischen Gründen 
war eine Aufteilung der Bestrahlungen in mehrere Teilexperimente notwendig. Ein hieraus 
resultierender systematischer Fehler kann jedoch ausgeschlossen werden, da das 
Tumorsystem bereits seit Jahren in unserer Arbeitsgruppe eingesetzt und ständig mittels 
sorgfältiger Qualitätskontrollen hinsichtlich seiner biologischen Stabilität überwacht wird. 
Die Ergebnisse können mit früheren Untersuchungen [11,52] an der chronisch hypoxischen 
Sublinie R3327-AT1 des gleichen Tumormodells verglichen werden und bestätigen die 
Hypothese, nach der eine Abhängigkeit der TCD50-Werte und der RBW-Werte von der 
Tumorsublinie erwartet wird. Darüber hinaus zeigen die Studien eine klare Korrelation 
zwischen Tumormorphologie und Strahlwirkung, wobei die RBW mit abnehmender 
Tumordifferenzierung zunimmt. Die Änderung der RBW resultiert dabei überwiegend aus 
einer Veränderung der Photonen- Toleranzdosen. So zeigte eine größer werdende 
Tumordifferenzierung nach Photonen- RT eine deutliche Erniedrigung der TCD50- Werte, 
während die TCD50- Werte nach 12C- RT kaum sanken. Diese Resultate bestätigen frühere 
Experimente, in denen gezeigt werden konnte, dass hoch- LET Bestrahlung (z.B. mit 12C) 
weniger abhängig von biologischen Faktoren ist als die Strahlenreaktion nach Photonen- RT 
[56,85-87]. 
So zeigten Takahashi et al. [85] mit Hilfe der Zelllinien NMT-1 (WT p53) und NMT-1R 
(mutiertes p53) in vitro, dass der p53-Status die Effektivität von Photon- RT beeinflusst. 
Mutationen in p53 führten zu höherer Radioresistenz gegenüber Photonen, während die 12C- 
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Strahlenwirkung unabhängig vom p53 Status war. Dadurch ergibt sich für p53 mutierte 
Tumore eine höhere RBW. Shibata et al. [86] zeigten, dass die Art und Komplexität des 
DNA- Schadens den Reparaturweg und die Reparaturkinetik beeinflussen. Da 12C- RT 
komplexere DNA- Schäden auslösen als Photonen [88,89] und der G2-Arrest nach 12C- RT 
ebenfalls verlängert ist [90,91], werden die unterschiedlichen Reparaturmechanismen 
zwischen Photonen- und 12C- RT als Hauptgrund für die differenziellen Strahlenantwort 
angenommen. 
Neben diesen intrinsischen Resistenzfaktoren spielen auch epigenetische Aspekte eine 
wichtige Rolle. Der Sauerstoffgehalt eines Gewebes hat wesentlichen Einfluss auf die 
Empfindlichkeit von Zellen gegenüber ionisierender Strahlung. Unter aeroben Bedingungen 
werden die durch Strahlung erzeugten Radikale oxidiert, wodurch der molekulare Schaden 
stabilisiert und die Reparatur erschwert werden kann. Diese Abhängigkeit spiegelt sich wider 
im sogenannten Sauerstoffverstärkungseffekt (Oxygen Enhancement Ratio, OER), einer 
Größe, die beschreibt, wie viel mehr Dosis sauerstoffarmen (hypoxischen) Zellen zugeführt 
werden muss, um die gleiche Strahlenreaktion, wie bei optimal mit Sauerstoff versorgten 
Zellen zu erzielen [92]. Experimentell wurde gezeigt, dass der OER einen Wert bis etwa drei 
annehmen kann. Untersuchungen an Zellkulturen deuten auf eine klare Abhängigkeit des 
OER vom LET hin, weshalb die Hoffnung besteht, mittels schwerer Ionen wie z.B. 
Kohlenstoff oder Sauerstoff, hypoxische Tumore mit größerer Wahrscheinlichkeit lokal 
kontrollieren zu können [56,87]. 
Diese Beispiele belegen, dass es Tumor- assoziierte Faktoren gibt, die wesentlich zur 
Radioresistenz gegenüber Photonen beitragen können und die möglicherweise bei 
Anwendung einer 12C- RT einen geringeren Einfluss besitzen. Umgekehrt ergibt sich daraus, 
dass Tumore, die bereits nach Photonen- RT hohe Sensitivität aufweisen, aufgrund geringer 
RBW- Werte, nicht von einer 12C- RT profitieren werden. 
Auch die erhobenen RBW- Werte zwischen 1,6 und 2,1 (1 Fx) bzw. 1,9 und 2,1 (2 Fx) stehen 
im Einklang mit bereits veröffentlichten Daten [93-95]. So liegen RBW- Werte (Endpunkt: 
10% klonogenes Überleben) für verschiedene Tumorzelllinien in vitro zwischen 2,0 und 3,0 
(dose-averaged LET: 77 keV/ µm) [94]. Matsui et al. [93] fanden in vitro in Pankreas-
karzinom- Zelllinien eine RBW zwischen 1,83 und 2,46 (Endpunkt: 10% klonogenes 
Überleben, dose-averaged LET: 80 keV/ µm). 
Während bei AT1-Tumoren die maximale Latenzzeit bis zum Auftreten von Rezidiven unter 
180 Tagen lag [52], entwickelten sich einige Rezidive der Sublinie HI bis kurz vor Ende der 
Nachbeobachtungszeit von 300 Tagen bzw. noch später (ein Rezidiv bei 305 bzw. zwei 
Rezidive bei 320 Tagen). Um die Robustheit der TCD50-Werte des HI-Tumors zu bestätigen, 
wurde eine zweite Analyse für den Endpunkt „320 d“ durchgeführt. Allerdings führte dies nur 
zu einer geringfügigen Erhöhung des TCD50-Wertes und daraus resultierend nur zu einer 
insignifikanten Veränderung der RBW. Daher können die RBW-Werte für den primären 
„300 d“ Endpunkt als verlässlich angesehen werden. 
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Im Gegensatz zu den lokal kontrollierten AT1- und HI-Tumoren, welche komplett resorbiert 
wurden, sind bei lokal kontrollierten H-Tumoren kleine Gewebereste zurückgeblieben. Durch 
das sehr langsame Wachstum dieses Tumors waren späte Rezidive schwierig zu 
detektieren. Insbesondere zeigte sich keine eindeutige Volumenzunahme innerhalb des 
Beobachtungszeitraumes. Deshalb wurde ein sekundärer Endpunkt „histologische 
Tumorkontrolle“ eingeführt. Hieraus ergab sich zwar eine leichte Erhöhung der RBW, aber 
die Werte blieben weiterhin unterhalb derer des HI-Tumors. Auch diese Verschiebung 
resultierte aus einer stärkeren Erhöhung des TCD50-Wertes für Photonen als für 12C- Ionen. 
Grundsätzlich könnte dieses Phänomen durch eine kleine Subpopulation von Zellen erklärt 
werden, die resistent gegenüber Photonen-, nicht aber gegenüber 12C- RT ist. Eine 
Bestätigung dieser Hypothese wäre ein weiteres Beispiel für die geringere Abhängigkeit der 
12C- RT von der Heterogenität des Tumors im Vergleich zur Photonenbestrahlung. 
Da bereits bekannt ist, dass die Anzahl klonogener Stammzellen (CSC) vor Therapiebeginn 
ein Kriterium für die Ausbildung von Radioresistenz ist [96,97], könnte ein effektiveres 
Abtöten von CSCs durch 12C- RT vermutet werden. Für Brustkrebs [98] und Glioblastome 
[71] konnte bereits gezeigt werden, dass die jeweiligen CSCs durch verstärkte Aktivierung 
von DNA- Reparaturmechanismen deutlich radioresistenter sind. Auch wurde bereits eine 
Studie von Cui et al. [99] veröffentlicht, die den Einfluss von 12C- und Photonen- RT auf 
putative Kolonkrebsstammzellen untersucht. Die Autoren schlossen aus ihren Ergebnissen, 
dass Photonen- RT hauptsächlich nicht- stammzellähnliche Zellen abtötet, wohingegen 12C- 
RT nicht- stammzellähnliche Zellen als auch CSCs in gleichem Maße zerstört. Diese 
geringere Radioresistenz von CSCs gegenüber 12C- RT würde implizieren, dass 12C- RT eine 
vielversprechende Möglichkeit ist, um die Radioresistenz von Stammzellen zu umgehen. 
Es wurde eine Korrelation zwischen RBW und histologischer Differenzierung gefunden. 
Allerdings muss berücksichtigt werden, dass das untersuchte Tumorsystem sich nicht nur im 
Differenzierungsstatus, sondern auch in funktionellen Parametern, wie der Wachstumsrate, 
Oxygenierung, Ploidiegrad und Metastasierungsneigung unterscheidet [100]. Diese sind 
jedoch nicht komplett unabhängige Faktoren, da sie an die Entwicklung von einem gut 
differenzierten zu einem undifferenzierten Tumor gekoppelt sind. 
Zusammenfassend, konnte unabhängig von der bekannten LET- und Dosis- Abhängigkeit 
der RBW [48,50], gezeigt werden, dass die RBW zusätzlich von Tumor- spezifischen 
Faktoren, wie dem Differenzierungsstatus abhängt. In Bezug auf die klinische Situation 
impliziert dies einen Vorteil für die Bestrahlung mit 12C- Ionen besonders für radioresistente 
Tumore, wie die anaplastische Sublinie AT1. Die drei untersuchten Sublinien dienten hierbei 
als Beispiel für die klinisch beobachtete Heterogenität von Prostatakarzinomen, die auch für 
12C- RT derzeit im Fokus steht [38,101], genauso wie als generelles System, um die 
Abhängigkeit der Tumorantwort von Tumor- spezifischen Faktoren zu untersuchen. 
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4.2 Wachstumsverhalten und Rezidivbildung 
Das Wachstumsverhalten nach Einzeit- und Zweifachbestrahlungen war für alle Tumor-
sublinien vergleichbar. Weiterhin zeigte sich, dass die Latenzzeit bis zur Rezidivbildung in H-
Tumoren für alle Strahlmodalitäten und Fraktionierungsschemata Dosis- abhängig war, d.h. 
je höher die Bestrahlungsdosis desto später trat die Rezidivbildung ein. 
Für den HI-Tumor waren die Latenzzeiten des Rezidivs nach 12C- RT deutlich länger als 
nach Photonen- RT. Insgesamt laufen die Volumenreaktionen des moderat differenzierten 
HI-Tumors deutlich schneller ab als bei dem hoch differenzierten H-Tumor. Für die 
bestrahlten HI-Tumore ergab sich eine klare Dosis- Abhängigkeit der Rezidivzeitpunkte für 
die 12C- RT, aber nicht für Photonen- RT. Insgesamt entwickelte sich das Rezidiv nach 
Photonenbestrahlung immer zwischen 50 und 100 Tagen nach Therapie. Dies wurde sowohl 
bei 1 Fx als auch 2 Fx beobachtet. Eine mögliche Erklärung für dieses Phänomen wären 
Sublinien- spezifische Tumorsubpopulationen mit unterschiedlicher Strahlenresistenz [96]. 
Diese Subpopulationen im HI-Tumor könnten durch genetische oder epigenetische Faktoren 
höhere Dosen besser überleben, z.B. in hypoxischen Nischen, oder sie entwickeln 
zusätzliche Eigenschaften, die ihre Tumorinduktionsfähigkeit unabhängig von der 
überlebenden Zahl an CSCs macht. Um welche Eigenschaften es sich dabei handeln 
könnte, ist derzeit nicht bekannt. Die Beobachtung, dass 12C- Ionen hinsichtlich der 
Latenzzeit bei Rezidiventstehung eine Dosis- Abhängigkeit zeigen, lässt auf eine geringere 
Strahlenempfindlichkeit gegenüber hoch- LET, oder aber auch auf eine Veränderung der 
intrinsischen protektiven Eigenschaften der Subpopulationen schließen. Diese Hypothesen 
sollten in zukünftigen Studien untersucht werden. Momentan gilt es als nicht bewiesen, dass 
stammzellähnliche Subpopulationen, die nach Bestrahlung oder Chemotherapie zu einer 
Rezidivbildung führen, identisch mit den Tumor- induzierenden Stammzellen sind, die zur 
Entstehung des Primärtumors geführt haben [96]. 
Außerdem wurde deutlich, dass in den meisten Fällen, aber v.a. für den HI-Tumor und den 
histologischen Endpunkt des H-Tumors eine flachere Photonen- DWK im Vergleich zu den 
12C- DWKs erreicht wurde. Dies spricht wiederum dafür, dass eine komplette Inaktivierung 
aller Tumorzellen mit Photonen schwieriger ist und für eine sichere lokale Kontrolle, deutlich 
höhere physikalische Strahlendosen erforderlich sind. 
 
4.3 Fraktionierungsverhalten 
Bei Zweifachbestrahlungen verschieben sich die TCD50-Werte nach oben, aber insgesamt 
steigen hier die Toleranzdosen für Photonen- RT ebenfalls deutlich mehr an als für 12C- RT, 
so dass sich für 2 Fx ein Anstieg der RBW gegenüber 1 Fx ergibt. Allerdings war der Anstieg 
der RBW von 1 zu 2 Fx nur beim AT1-Tumor stark ausgeprägt [11,52]. Dies zeigt, dass 
offensichtlich auch das Fraktionierungsverhalten vom Differenzierungsstatus des Tumors 
abhängig ist.  
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Das einzige präklinische Experiment zur Bestimmung von RBWs unter fraktionierter 
Bestrahlung wurde mit dem NFSa Fibrosarkommodell auf Mäusen durchgeführt [50]. Aus 
dieser Studie ergibt sich ein klarer Zusammenhang von RBW und LET. Für den untersuchten 
Tumor liegt dieser bei einem LET zwischen 14 und 20 keV/ µm bei 1,4 und ist unabhängig 
von der Anzahl der Fraktionen, während die RBW bei 44 und 74 keV/ µm von 1,8 auf 2,3 
bzw. von 2,4 auf 3,0 ansteigt, wenn die Zahl der Fraktionen von 1 auf 4 erhöht wird. 
Interessanterweise bewirken höhere Fraktionierungen keinen weiteren Anstieg der RBW. Die 
RBW für Einzeldosen von 2,4 bei 74 keV/ µm steht im Einklang mit den Ergebnissen der 
vorliegenden Studie, allerdings zeigen die Daten unter Zweifachbestrahlung einen deutlich 
kleineren Anstieg der RBW, was sich möglicherweise mit den unterschiedlichen Endpunkten 
der Studie erklären lässt. Während Koike et al. [50] Isoeffektivität und damit die RBW auf der 
Basis von Tumor- Wachstumsverzögerung nach subtherapeutischen Dosen definiert, 
basieren unsere Ergebnisse auf lokaler Tumorkontrolle (TCD50) mit klinisch relevanten 
therapeutischen Dosen. Dies wirft die Frage auf, ob RBWs, gemessen auf der Grundlage 
niedriger Strahlendosen, vergleichbar sind mit den in der Regel deutlich höheren 
Strahlendosen für RBWs aus einem Tumorkontrollexperiment. 
 
 
4.4 Mechanistische Untersuchungen zur Strahlenwirkung von  
Photonen- und 12C- RT 
Neben den Studien zur relativen biologischen Wirksamkeit von Kohlenstoffionen wurden 
auch zugrundeliegende Mechanismen genauer untersucht. Im Mittelpunkt standen dabei die 
folgenden drei Themenbereiche: (a) funktionelle und strukturelle Veränderungen der 
Tumorgefäßversorgung nach Bestrahlung, (b) der zeitliche Verlauf der Inaktivierung von 
Tumorzellen und Normalgewebsanteilen in differenzierten Experimentaltumoren und (c) die 
Wirkeffekte von Photonen- und 12C- RT auf individuelle Tumor- induzierende Sub-
populationen. 
 
4.4.1 Vaskuläre Effekte 
Das vaskuläre Endothel ist vielfältig und multifunktional. Seine Rolle als selektive 
Permeabilitätsbarriere, die metabolischen Eigenschaften wie z.B. Regulation des Blutflusses, 
Regulation von Immunreaktionen und Entzündungsprozessen sowie Koagulation und 
Fibrinolyse sind von entscheidender Bedeutung [102]. Nach Bestrahlung sind histologische 
Veränderungen in der Gefäßstruktur und insbesondere in den Endothelzellen äußerst 
auffallend. Das Tumorgefäßsystem ist durch eine chaotische Gefäßarchitektur und einen 
erhöhten interstitiellen Druck gekennzeichnet. Dies wiederum führt zu einem Sauerstoff-
mangel und einer extrazellulären Azidose. Die Formierung von neuen Blutgefäßstrukturen ist 
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gekennzeichnet durch das Entstehen von neuen Kapillaren, verworrenen 
Gefäßverzweigungen und verdrehten Gefäßen [102]. Gleichzeitig treten kurzzeitig 
verschlossene Gefäße (shunts), verdickte undichte Basalmembranen, Einblutungen sowie 
fehlende Perizyten- Ummantelung auf. Lose verbundene Endothelzellen und Perizyten sowie 
ein Anstieg an vesikulären Organellen im Zytoplasma kennzeichnen diesen 
hyperpermeablen Phänotyp, so dass intravaskuläre Flüssigkeiten und Plasmaproteine 
austreten. 
Aus zahlreichen Studien geht hervor, dass die Gefäßversorgung von Tumoren die 
Strahlenantwort beeinflusst. Dabei inaktivieren ionisierende Strahlen nicht nur Tumorzellen, 
sondern besitzen auch antivaskuläre Eigenschaften sowohl in vitro als auch in vivo. 
Besonders ausgeprägt ist dieses Phänomen bei Anwendung hoher Einzeldosen [64,65,103-
105]. Außerdem spielen Gefäße bei der Reoxygenierung unter fraktionierter Bestrahlung und 
zur Überwindung von strahleninduzierter Hypoxie eine wichtige Rolle [83]. Die Gefäßstruktur 
ist auch bei der Bildung neuer Tumorrezidive nach abgeschlossener Bestrahlung sowie für 
metastatische Prozesse wichtig. Letztendlich ist im Falle einer Kombinationstherapie die 
Gefäßreaktion bedeutsam für die Applikation von Medikamenten. Aus diesen Gründen 
wurden die vaskulären Effekte nach Photonen- und 12C- RT sowohl funktionell mittels 
Ultraschall und Magnetresonanztomographie (MRT), als auch histologisch im Zeitverlauf 
untersucht. 
 
4.4.2 Funktionelle Untersuchungen 
Der nicht- invasive Power- Doppler Ultraschall war für die Darstellung des Volumens im 
zeitlichen Verlauf geeignet. Allerdings konnte eine Korrelation des Blutflusses nach 
Bestrahlung mit einer Dosis- Abhängigkeit nicht gezeigt werden, da Mikrogefäße mit einem 
Durchmesser von weniger als 40 µm mit dieser Methode nicht detektiert werden können 
[106]. Dagegen war im Falle von lokal kontrollierten 12C- bestrahlten Tumoren ein Anstieg 
des Blutflussvolumens im Tumorrestvolumen zu beobachten, was als ein beginnender 
Prozess einer erneuten Vaskularisierung ab dem Tag 150 nach RT gedeutet werden kann 
[105]. Diese Neoangiogenese trägt aber nicht zur Rezidivbildung bei, sondern wie später 
histologisch gezeigt werden konnte, handelt es sich hierbei um eine Gefäßneubildung 
innerhalb der Normalgewebsstrukturen des zurückbleibenden Fibroms nach Bestrahlung von 
hochdifferenzierten Tumoren. Im Vergleich hierzu war bei den moderat differenzierten HI-
Tumoren später als 100 Tage nach RT kein Blutfluss und anschließend auch kein 
Tumorrestvolumen mehr detektierbar. 
Bis 30 Tage nach Bestrahlung konnte ein differenzieller Unterschied zwischen 12C- und 
Photonen- RT erfasst werden, der sich aber zu späteren Zeitpunkten verliert. Grundsätzlich 
waren Blutflussveränderungen im zeitlichen Verlauf nach 12C- Bestrahlung früher messbar, 
weshalb auf unterschiedliche Mechanismen der Gefäßinaktivierung nach 12C- und Photonen-
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 RT geschlossen werden kann. Bewertend lässt sich sagen, dass der Doppler-Ultraschall in 
diesen Tumorsystemen zwar einen einfachen und schnellen Überblick von Blutfluss-
veränderungen nach Therapie ermöglicht, aber nicht in der Lage ist, die Gesamtheit der 
vaskulären Effekte zu erfassen. 
Zum besseren Verständnis der Wirkmechanismen wurde unter Einbeziehung weiterer 
funktioneller Parameter eine MRT- Studie durchgeführt. 
Hiermit konnte in T1- und T2- gewichteten Bildern sowohl die Ödemisierung als auch die 
Entstehung nekrotischer Bereiche nach Bestrahlung sowie die Wachstumsnekrosen in 
großen unbehandelten AT1-Tumoren nachgewiesen werden. Diese Ödemisierung führt zu 
einer weiteren Erhöhung des interstitiellen Drucks resultierend aus hyperpermeablen 
Blutgefäßen und schlechtem Lymphabfluss [107]. Für die isoeffektiven Dosen 85 Gy 
Photonen und 37 Gy 12C (lokale Kontrolle) war die Ödemisierung und die Nekrosen schneller 
detektierbar und nach 21 Tagen stärker vorhanden, als in den isoeffektiven Dosen ohne 
lokale Kontrolle. Daraus lässt sich auf eine Dosis- Abhängigkeit der Effekte schließen. 
Für eine präzisere Untersuchung der Gefäßfunktion wurde eine dynamische Kontrast-
verstärkte Magnetresonanztomographie (DCE-MRT) mit dem Kontrastmittel (KM) Magnevist® 
durchgeführt. Da Magnevist® ein kleines Molekül (ca. 500 Dalton) ist, können selbst kleine 
Permeabilitätsänderungen sichtbar gemacht werden. In allen Bestrahlungsgruppen reicherte 
sich das KM deutlich stärker als in den unbehandelten Tumoren an. Bei einem Vergleich der 
Grauwerte zeigte sich eine Äquivalenz der 16 Gy 12C- und der 85 Gy Photonen- RT. 
Weiterhin war die Intensität der Grauwerte, d.h. der KM- Anreicherung, bei 37 Gy 12C 
nochmals erhöht. Diese Beobachtungen zeigen eine eindeutige Dosis- Abhängigkeit und 
zusätzlich stützen sie die Hypothese einer höheren Effektivität der Kohlenstoffionen die 
Gefäße zu permeabilisieren. 
Um genauere Hinweise auf einen differenziellen Wirkmechanismus zwischen Photonen und 
12C- RT zu erhalten, reicht diese rein deskriptive Beschreibung der MRT-Bilder nicht aus. 
Darum wurde der pharmakokinetische Parameter A, der äquivalent zum Blutvolumen ist, 
nach dem Brix- Modell [81] analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass A in allen bestrahlten 
Tumoren gegenüber unbestrahlten Kontrollen leicht anstieg. Allerdings war dieser Anstieg 
nicht signifikant und Dosis- unabhängig. Da dies nicht die deskriptive Beschreibung der 
DCE-MRT Bilder mit klarem Dosis- abhängigen KM- Anstieg nach RT [106,108], 
insbesondere nach 12C- RT, widerspiegelt, wird derzeit an einer Möglichkeit der quantitativen 
Analyse mit dem neueren pharmakokinetischen Zwei- Kompartimenten- Modell nach Brix 
[109,110] gearbeitet.  
Einer der Hauptunterschiede zwischen beiden Modellen ist, dass die arterielle Inputfunktion 
im Brix- Modell von 2004 dazu genutzt wird, einen Fit an den tatsächlich in der Arterie 
gemessenen KM- Kinetik durchzuführen, wohingegen im Brix- Modell von 1991 [81] feste 
Fit- Parameter vorgegeben sind. Zusätzlich wird im ersten Brix- Modell [81] lediglich der KM- 
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Austausch zwischen den Kompartimenten Blutplasma und peripheres Gewebe 
berücksichtigt. Im erweiterten Brix- Modell [109] wird die KM- Konzentration eines jeden 
Kompartiments mit seinem Volumen multipliziert. Dadurch ist es möglich Volumen-
änderungen innerhalb der Kompartimente stärker zu berücksichtigen. Zwick et al. konnten 
bereits zeigen, dass das erweiterte Brix- Modell mit arterieller Inputfunktion älteren Modellen 
vorzuziehen ist [111,112].  
Außerdem können mit dem Modell weitere wichtige Parameter, wie das relative 
Blutflussvolumen, das relative Blutvolumen und das interstitielle Volumen berechnen werden. 
Da die Ödemisierung nach Bestrahlung zu einer Volumenänderung der Kompartimente führt, 
erhoffen wir uns hiermit eine genauere und zuverlässigere Auswertung, auch um eventuelle 
Dosis- Abhängigkeiten aufzuzeigen. 
In diesem Zusammenhang beobachteten Lin et al. [113] in TRAMP-C1 PCa-Tumoren 
sowohl einen starken KM- Anstieg als auch eine Erhöhung des Permeabilitätsparameters 
Ktrans nach 15 Gy 1 Fx RT. Dies korreliert mit unseren Beobachtungen. 
 
4.4.3 Histologische Untersuchungen 
Die beiden Tumorsublinien R3327-H und -HI unterscheiden sich auf struktureller Ebene im 
Wesentlichen durch unterschiedlich große Anteile von normalen Gewebestrukturen und 
durch den Reifezustand ihrer vaskulären Elemente. Unbehandelte HI-Tumore besitzen etwa 
doppelt so viele Gefäße wie H-Tumore, allerdings sind in den meisten dieser Gefäße keine 
Perizyten (SMA) nachweisbar, d.h. der HI-Tumor ist, die vaskuläre Versorgung betreffend, 
deutlich weniger differenziert als der H-Tumor [67,114]. Im H-Tumor war dagegen die Hälfte 
aller Gefäße CD31+ / SMA+. 
Einer der ersten Strahlenreaktionen ist die Induktion des γH2AX- Kernproteins, das als 
Kennzeichen einer ablaufenden DNA- Doppelstrangbruchreparatur herangezogen wird. In 
beiden Tumoren war nach 8 h das Maximum an DNA-DSBs erreicht und die Signale waren 
bis 72 h mit abnehmender Anzahl verfolgbar. Dabei zeigten nach 12C- Bestrahlung nicht nur 
mehr Zellen γH2AX+ - Foci, sie waren auch länger detektierbar. 
Jakob et al. [54] konnten bereits zeigen, dass Schwerionen (in diesem Fall Bismut Ionen) 
mehr residuelle γH2AX- Foci in humanen Fibroblasten induzieren als Photonen. Außerdem 
sind die durch hoch- LET entstehenden DNA- Schäden geclustert und damit wesentlich 
komplexer und schwerer zu reparieren. Die Reparaturkinetik von DNA- Doppelstrangbrüchen 
in HSF-1 Zellen in vitro nach 12C- RT ist verlangsamt gegenüber Photonen- RT [86]. 
Die eingesetzten hohen Strahlendosen führten unabhängig von der Strahlqualität zu einer 
deutlichen Inaktivierung von proliferierenden Tumorzellen unmittelbar nach RT (8 h). 
Zurückbleibende proliferierende Zellen waren vorwiegend Endothelzellen und Fibroblasten. 
Der Rückgang der Proliferation war in H-Tumoren wesentlich stärker ausgeprägt als in HI-
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Tumoren, einerseits weil der H-Tumor selbst schon einen geringen Anteil teilungsaktiver 
Zellen aufweist und andererseits, weil ein deutlich höherer Anteil an proliferierenden 
Restzellen insbesondere nach Photonen (> 14 Tage) vorhanden war. Die Hauptursache 
hierfür ist wohl der höhere stromale Anteil des H- gegenüber des HI-Tumors. 
Zusätzlich zur Tumorzellinaktivierung war eine starke Auftreibung der gefäßständigen 
Basalmembranen auffallend, die zu einer Reduzierung der Gefäßdurchmesser in allen 
Bestrahlungsgruppen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle führte. Diese Veränderungen 
wurden begleitet von partiellen bis hin zu kompletten Disruptionen vaskulärer Elemente. 
Auch hier ergab sich ein auffallender zeitlicher Unterschied zwischen Photonen und 12C- 
Ionen bei Anwendung von isoeffektiven Dosen. Bereits 18 h nach 12C- RT wiesen die 
überwiegende Mehrheit der Gefäße Schädigungen auf, unabhängig vom Reifezustand der 
vaskulären Elemente. Vergleichbare Gefäßveränderungen waren nach Photonenbestrahlung 
frühestens 7 bis 14 Tagen sichtbar. Als histologisches Korrelat stützen diese Ergebnisse die 
erhobenen Befunde der Ultraschall- und MRT-Untersuchungen. 
Die histologischen Untersuchungen zeigen, dass Bestrahlung vorwiegend unreife Gefäße 
schädigt. Vaskuläre Elemente mit perizytärer Ausstattung sind deutlich radioresistenter und 
reagieren aufgrund ihres geringen Anteils an teilungsaktiven Endothelzellen, zumindest nach 
Photonen- RT mit entsprechender zeitlicher Verzögerung. Außerdem sind kleinere 
Strahlendosen in der Lage, sowohl protektive als auch angiogene Prozesse zu induzieren 
[115]. Für hohe Einzeldosen wurde dies bisher nicht gezeigt [107]. 
Für die Neovaskularisierung und die damit verbundene Zunahme der Blutgefäßdichte ist die 
Proliferation der Endothelzellen essentiell [108,113,116]. Der histologische Befund, dass zu 
späten Zeitpunkten nach RT sowohl Endothelzellproliferation als auch Gefäßneubildung zu 
beobachten war, bestätigt frühere Studien, die solche Effekte ebenfalls nach Anwendung von 
hohen Photonendosen nachgewiesen haben [117]. 
Bereits 14 Tage nach 12C- RT bzw. 28 Tage nach Photonen- RT wurden kleinvolumige 
Anteile aus zellarmen Bindegewebsstrukturen mit langgezogenen Fibroblasten aber ohne 
sichtbare Tumorstrukturen vorgefunden, die als klassisches Fibrom bezeichnet werden 
können. Wie bereits in der Literatur beschrieben, konnte gleichzeitig eine Neubildung von 
versorgenden Gefäßstrukturen mit SMA+ umgebenden perizytären Zellstrukturen beobachtet 
werden [105,107]. Weiteres Kennzeichen dieser Neovaskularisierung ist eine erneute 
Zunahme teilungsaktiver Zellen zu diesen späten Zeitpunkten. Im weniger gut differenzierten 
HI-Tumor ist diese Fibromausbildung nicht vorhanden, da das komplette abgestorbene 
Tumormaterial innerhalb von 30 Tagen resorbiert wurde. Der stromale Anteil ist im HI-Tumor 
deutlich schwächer, jedoch der muzinöse Anteil wesentlich stärker ausgeprägt als im H-
Tumor. Dies begünstigt wahrscheinlich die schnelle Resorption. 
Interessanterweise konnte in den Fibroblasten des H-Tumors bereits 18 h nach RT eine 
Aufquellung, nach 72 h eine weitere starke Vergrößerung und ab Tag 14 nach Photonen 
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bzw. 7 Tage nach 12C- RT eine deutliche Verlängerung der Zellstruktur beobachtet werden. 
Auffallend sind diese Veränderungen nur in den stromalen Anteilen des H-Tumors, im HI-
Tumor waren sie teilweise auch abgeschwächt vorhanden. Allerdings konnte nur ein sehr 
geringer zeitlicher Unterschied zwischen 12C- und Photonen- RT detektiert werden. Daraus 
ergibt sich ein geringer Einfluss der Strahlmodalität auf die stromale Antwort, aber ein 
wesentlicher Unterschied zwischen Tumoren mit verschiedenen Differenzierungsgraden. 
Diese Beobachtungen sind mit den beobachteten vaskulären Effekten konsistent. 
Aus den histologischen Untersuchungen lässt sich zusammenfassend sagen, dass beide 
Strahlqualitäten unter Isoeffektbedingungen in teilungsaktiven Tumorzellen und in vaskulären 
Elementen zwar vergleichbare strukturelle und funktionelle Veränderungen verursachen, die 
zeitliche Abfolge aber nach 12C- RT beschleunigt ist. Dieser differenzielle zeitliche 
Strahleneffekt beruht in erster Linie auf unterschiedlichen Wirkmechanismen von Photonen 




In der Genexpressionsanalyse ergaben sich bereits zwischen den beiden unbehandelten 
Tumorsublinien H und HI stark unterschiedlich regulierte Gene. Im HI-Tumor waren v.a. 
Gene mit folgender Funktion überexprimiert: Zellwachstum, Syntheseprozesse, Zell-
adhäsion, Migration und erhöhte Tumorzellmotilität über Aktin Reorganisation. Besonders 
auffallend ist auch die deutlich stärkere Expression des IGF-1 Rezeptors im HI-Tumor. Die 
Beobachtungen stehen im Einklang mit den bereits bekannten Eigenschaften der beiden 
Sublinien [67,118,119]. Aufgrund seiner Androgen- Unabhängigkeit laufen im HI-Tumor 
regulative Signalkaskaden über IGF1-R ab, welches zusätzlich eine große Rolle in der HIF-
1α regulierten Hypoxie spielt [120]. Die höhere Wachstumsrate des HI-Tumors bedingt eine 
stärkere Expression von Genen der Syntheseprozesse und des Zellwachstums [67,114]. 
Im H-Tumor sind v.a. Gene überexprimiert, welche die metabolischen Aktivitäten 
beeinflussen sowie die Zelladhäsion verstärken. Es konnte bereits gezeigt werden, dass in 
der PCa- Progression E-Cadherin und Vimentin vermindert vorkommen [121,122]. Zusätzlich 
sind auch einige Immunsystemkomponenten im H- gegenüber dem HI-Tumor hochreguliert. 
Rubenstein et al. [123] untersuchten bereits die Unterschiede in vivo in T- Zellkomponenten 
der verschiedenen R3327- Sublinien und fanden eine Veränderung der Quotienten von T- 
Helferzellen zu T- Suppressorzellen in Abhängigkeit von der Tumorwachstumsgeschwindig-
keit. 
Da die Fragestellung der differenziellen Genexpression nach Photonen- und 12C- RT im 
Vordergrund stand und die beiden Bestrahlungsmodalitäten unterschiedliche Kinetiken 




Im Allgemeinen fand sich nach Bestrahlung, unabhängig von der Strahlmodalität, eine 
Hochregulierung von Genen des DNA- Reparatursystems, der Zellzyklussteuerung, von 
bestimmten Komponenten des Immunsystems (z.B. Zytokine), des Zellabbaus (z.B. 
Caspasen), der Ionenkanäle sowie die Erhöhung von Migrationsmolekülen (z.B. durch 
Aktinfilament- Reorganisation, ICAM). Im Gegensatz dazu wurden v.a. Gene, die in der 
Zellzyklusprogression, im aeroben Stoffwechsel sowie Angiogenese und Zelladhäsion 
involviert sind oder bestimmte Komponenten des Immunsystems (z.B. Mastzellproteasen), 
herunterreguliert. Diese Ergebnisse korrelieren mit den in der Histologie gesehenen 
Befunden der DNA- Reparatur und der Reduktion der proliferativ aktiven Zellen sowie der 
Auflösung / Reorganisation der Zellstruktur. 
Die Dynamik der strahleninduzierten Genregulierung über die Zeit erwies sich als äußerst 
komplex. Für die beiden Strahlqualitäten wurden nicht nur verschiedene Expressionsmuster 
sondern auch Intensitätsveränderungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten festgestellt. 
Charakteristisch für Photonen- und 12C- RT war eine Herunterregulierung von Genen des 
Immunsystems kurz nach Bestrahlung, die erst nach 14 Tagen das Kontrollniveau wieder 
erreichten oder übertrafen. Zahlreiche Zellzyklus- und Metabolismus-regulierende Gene 
wurden ebenfalls kurz nach RT herunterreguliert, hatten jedoch 72 h nach RT wieder 
Kontrollniveau. Die kurzfristige Herunterregulation steht vermutlich im Zusammenhang mit 
der Induktion von DNA- Schäden und dem ersten Zellsterben sowie dem Eintreten des 
Zellzyklusarrests [62]. Die anschließende Reaktion lässt auf die Induktion einer Stress-
antwort schließen. 
DNA- Reparatur induzierende Gene waren zu frühen Zeitpunkten nach Photonen und 12C- 
RT (8 h und 18 h) stark hochreguliert. Gleichzeitig waren die DNA- Reparatur reprimierenden 
Gene zu diesen Zeitpunkten stark herunterreguliert. Bereits nach 72 h befanden sich alle 
Reparatur assoziierten Gene wieder auf dem normalen Expressionsniveau der Kontrollen. 
8 h nach RT war unabhängig von der Strahlqualität eine stärkere Expression von 
Stressantwort- Genen und ATPasen sowie Natrium- Kalium- Pumpen beobachtbar. Diese 
Hochregulation war nach Photonen- RT prägnanter als nach 12C- RT. Die Regulation von 
Natrium- Kalium- Pumpen könnte v.a. durch die Ödemisierung induziert sein [107]. 
Es wurden einige Gene gefunden, die vorwiegend nach 12C- RT, aber nicht durch Photonen- 
RT, aktiviert werden. Die Funktionen dieser Gene sind: Immunregulation [124,125], 
Lymphozytenaktivierung [126], T- Zellaktivierung, NFκB- Ausschüttung [127,128], Zell-
adhäsion [129] und Apoptoseinduktion [130]. Für die drei Gene Atp1a2, Alas 2 und Hbb 
zeigte sich 8 h nach 12C- RT eine deutliche Erhöhung der Expression und ab 18 h bis 
einschließlich 14 Tage nach RT eine starke Herabregulierung. Hbb kodiert für die 
Hämoglobin β- Untereinheit [131] und Alas 2 ist an der Hämbiosynthese beteiligt [132], so 
dass sie essentiell für die O2- Versorgung sind. Dagegen kodiert Atp1a2 für eine Natrium- 
Kalium- Pumpe [133]. 
104  Diskussion 
 
Außerdem gab es Gene, die ausschließlich nach Photonen- RT reguliert waren. Dazu 
gehören ein Proteaseinhibitor, der das Tumorwachstum stimuliert [134] sowie die 
Prostaglandinsynthase, die in der PCa- Proliferation involviert ist [135]. Das Gleiche trifft 
auch auf Zytokeratin 20, MMP 11 und Aminopeptidase A zu. Alle drei Proteine sind essentiell 
für Angiogenese, Metastasierung, Invasion und PCa- Progression [135-137]. Die Menge an 
zirkulierendem Prostaglandin E korreliert zusätzlich noch mit der zunehmenden Aggressivität 
der Tumorsublinien im R3327-Model [123]. 
Der Rezeptor für Wnt- Signalproteine (Fzd 9) und die MAP-Kinase waren 18 h nach 
Photonen- RT deutlich höher exprimiert als nach 12C- RT, wo eine gleichbleibend niedrige 
Expression detektierbar war. Der Wnt-Signalweg kontrolliert v.a. die Proliferation und 
Erhaltung von epithelialen Progenitorzellen in der Prostata [138]. Zusätzlich erhöht der 
Wnt / β-Catenin Signalweg auch die Radioprotektion von Normalgeweben (z.B. Mucosa) und 
Tumorzellen [139]. Die MAP-Kinase steuert über VEGF- Expression eine Angiogenese-
induktion [140]. 
Die starke Hochregulierung von Caspase 3 bereits 8 h nach Photonen, aber erst 18 h nach 
12C- RT, impliziert einen unterschiedlichen Zeitverlauf der Apoptosereaktion zwischen beiden 
Strahlmodalitäten [141]. Mukherjee et al. [142] zeigten, dass γH2AX auch während der 
DNA-Fragmentierung in apoptotischen Zellen von der DNA-PK (Proteinkinase) 
phosphoryliert wird, so dass γH2AX in bestimmten Fällen  auch als „Apoptosemarker“ einge-
setzt werden kann. Auffallend war in den γH2AX- Färbungen nach Bestrahlung von HI-
Tumoren ein deutlich höherer Anteil an γH2AX- Foci 18 h nach 12C- RT verglichen zu 
Photonen- RT sowie eine bis 7 Tage nach RT andauernde γH2AX- Expression in 12C- 
bestrahlten H-Tumoren, die nach Photonen-RT zu diesen späten Zeitpunkten nicht mehr 
detektierbar war. Man könnte vermuten, dass dieser besonders hohe Anteil an γH2AX- Foci 
18 h nach 12C- RT ebenfalls ein Hinweis auf verstärkte Apoptose zu diesem Zeitpunkt sein 
kann. Photonen- RT würde im Vergleich zu 12C- RT zu frühen Zeitpunkten zu weniger 
Apoptose führen und in 12C- RT würde die Apoptoseinduktion länger anhalten. Diese 
Interpretation der histologischen γH2AX- Färbung wurde mit dem Expressionsmuster der 
Caspase 3 übereinstimmen. 
Eine Reihe von Genen war 8 h nach Photonen- RT hochreguliert, aber bereits 18 h danach 
nicht mehr. Auch 12C- RT regulierte diese Gene früh hoch, allerdings blieb ihre Expression 
über einen längeren Zeitraum erhalten bis bei späten Zeitpunkten keine Unterschiede mehr 
detektierbar waren. Diese Gene sind involviert in: der Reduktion von metabolischem Stress 
durch vermehrte Phospholipidbiosynthese [143], EMT- Aktivierung [144,145], Inhibierung 
des TGF-β Signalweges [146], p53- abhängige Apoptose [147,148], p53- unabhängige 
Apoptoseaktivierung [149], Aktivierung von DNA- DSB- Reparatur [150], Zelladhäsion [151], 
Chemoresistenz über Aktivierung der Cholesterol-Biosynthese [152], Erhöhung der PCa- 
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Invasion und Metastasierung [153], Verstärkung der Epithelzell- Lymphozyten- Adhäsion 
[154], Aktivierung von VEGF und HIF1α in PCa über GDF-15 [155]. 
Besonders die in unserer Analyse ausgeprägte starke Herunterregulierung von Signalwegen 
nach 12C- RT, welche z.B. mit PI3K / Akt assoziiert sind, wurden auch schon in vitro in A549 
Zellen nachgewiesen [156]. 
ICAM-1 wurde 8 und 18 h nach RT hochreguliert und bei Photonen ab 72 h wieder 
herunterreguliert auf das Level der Kontrollen. Nach 12C- RT blieb es auch nach 72 h auf 
einem leicht erhöhten Niveau. ICAM-1 ist bekannt als positiver Regulator für RT- induzierte 
Invasion und Migration in Gliomen [157]. 
Kamlah et al. [158] fanden in vitro einen Anstieg der „Stem cell factor“ - Expression (Kitl) 
nach Photonen- RT aber nicht nach 12C. Unsere Ergebnisse zeigen jedoch einen leichten 
Anstieg 8 bis 18 h sowohl nach Photonen- als auch nach 12C- RT im Vergleich zu den 
Kontrollen. 
Außer dem direkten Abtöten von Tumorzellen durch DNA- Schäden, scheint zusätzlich die 
Schädigung der Tumorumgebung und insbesondere der Endothelzellen essentiell nach RT 
zu sein [62,103,105]. Die Endothelzellen synthetisieren 20-mal mehr Sphingomyelinase als 
andere Zellen und schützen dadurch Tumorzellen vor Apoptose. Dies ist bisher nur bei 
niedrigen Strahlendosen beobachtet worden, sollte aber auch für höhere Dosen, bei denen 
die Endothelzellen intakt bleiben, relevant sein [103]. 
Maalouf et al. [159] untersuchten zwei p53-mutierte HNSCC- Linien (radiosensitive SCC61 
und radioresistente SQ20B) in vitro nach Bestrahlung mit 12C und Photonen. SCC61- Zellen 
reagierten mit einer p53-unabhängigen Apoptoseinduktion nach RT. Hingegen zeigten 
SQ20B- Zellen einen verlängerten G2/M- Arrest und Anzeichen eines Absterbens nach der 
Induktion einer mitotischen Katastrophe nach 12C- RT. Ausschließlich bei SQ20B- Zellen gab 
es eine Subpopulation, die auch 10 Tage nach Hochdosisbestrahlung unabhängig von der 
Strahlart proliferierte. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass neben der Strahlmodalität v.a. 
die individuelle genetische Ausstattung und damit die intrinsische Radioresistenz die 
Tumorreaktionen nach RT bestimmen. 
Unsere Ergebnisse bestätigen teilweise frühere in vitro Studien, welche die Genregulation 
nach Photonen- und 12C- RT untersucht haben [63,160,161]. Sowohl die NFκB- Aktivierung, 
als auch die p53- Inhibierung und der länger anhaltende Zellzyklusarrest nach 12C- RT wurde 
in vitro nachgewiesen [63,160]. Allerdings war zu frühen Zeitpunkten nach Photonen- und 
12C- RT (Isoeffektvergleich) im HI-Tumor eine Herunterregulation des Apoptoseinhibitors 
Survivin (Birc5) mit anschließender verstärkter Expression vorzufinden. In vitro 
Untersuchungen von Gong et al. [161] beschreiben jedoch eine deutlich stärkere Expression 
von Survivin nach 12C- RT, nutzen hierbei aber einen Isodosenvergleich. 
Yashiro et al. [162] untersuchten in vivo die Regulation von DNA- Reparaturgenen nach 
Photonen- und 12C- RT. Besonders einige Spindelapparatkomponenten sowie DNA- 
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Checkpoint Proteine waren nach Photonen- RT deutlich schwächer exprimiert als nach 12C- 
RT. Dies stimmt vollkommen mit unseren Beobachtungen in bestrahlten HI-Tumoren 
überein. Zusätzlich zeigten Yasiro et al. [162] eine signifikant höhere Expression von PCNA 
nach Photonen- RT, eine Beobachtung, die sich im HI-Tumor nicht bestätigen ließ. 
Der von Imadome et al. [61] in vivo nach 12C- RT gezeigte verstärkte Zellzyklusarrest, die 
erhöhte ICAM1- Expression sowie die p21- Regulation, ebenso wie die induzierte 
Stressantwort entsprechen der Genregulation im dem hier untersuchten Prostatatumor der 
Sublinie HI. Zusätzlich  haben Imadome et al. [61] noch weitere differenziell regulierte Gene 
gefunden, die aber ebenfalls den Funktionen Metabolismus, Zellkommunikation und 
Zellzyklus zugeordnet werden können. 
Leider ist in diesen publizierten in vivo Studien keine Information zur eingesetzten 
Strahlendosis zu finden. Zu vermuten ist, dass die gewählten Dosen isoeffektiven 
Bedingungen entsprechen, wobei der dazu gehörende biologische Endpunkt nicht definiert 
wurde. Deshalb ist ein genauer Vergleich mit unseren Ergebnissen nicht möglich. 
 
 
4.5 Charakterisierung von Tumor- induzierenden Zellen 
Da lokale Rezidive und Metastasenbildung vor allem auf dem Überleben einzelner 
Tumorzellen mit der Eigenschaft einen neuen Tumor zu induzieren [6,96,163], den 
sogenannten TICs (Tumor- induzierende Zellen), beruhen, sollte auch der Einfluss der 
Bestrahlung auf diese TICs untersucht werden. 
In Prostatakarzinomen sind derzeit mehrere verschiedene Subpopulationen mit möglichen 
Tumor- induzierenden Eigenschaften beschrieben. Dabei erfolgte die Isolation dieser TICs 
über FACS- Sortierung von Oberflächenmarkern in den vorhandenen schnell wachsenden 
und aus Metastasen etablierten Prostatakrebszelllinien DU145 [164], LNCaP [165] und PC3 
[166]. Da die Relevanz dieser Ergebnisse aufgrund der Limitation der drei Systeme 
fragwürdig ist, spielen andere Systeme, wie z.B. die murinen transgenen Modelle TRAMP 
und Pten, eine bedeutende Rolle in der Prostata- Stammzellforschung. Durch die 
genetischen Veränderungen durchlaufen die Mäuse die komplette Tumorprogression von 
einer prostatisch intraepithelialen Neoplasie (PIN) bis hin zu einem metastasierenden 
invasiven Adenokarzinom [167]. Die drei Zelllinien DU145, LNCaP und PC3 wurden nicht 
aus primären Prostatakarzinomen, sondern aus Metastasen mit niedrigem Differenzierungs-
grad, isoliert [168]. Bisher sind keine Oberflächenmarker bekannt, die in mehreren PCa- 
Modellen zuverlässig TICs sortieren können [167,169]. Momentan gibt es eine anhaltende 
Diskussion darüber, ob es in der normalen Prostata eine distinkte Stammzellpopulation gibt, 
oder ob sowohl luminale als auch basale Stammzellen existieren [5,6]. Daraus würde sich 





Für das R3327- Tumormodell wurden bisher keine Untersuchungen zu TICs durchgeführt. 
Deshalb wurde zunächst versucht individuelle Tumorsubpopulationen in den Sublinien AT1, 
H und HI durch etablierte Oberflächenmarker zu charakterisieren.  
Eine Machbarkeitsstudie sollte zeigen, dass die verwendeten kreuzreaktiven humanen 
Antikörper jeweils distinkte Tumorsubpopulationen in unserem syngenen Rattenprostata-
karzinom markieren und wie diese mit dem Zellzyklus korrelieren.  
Die durchflusszytometrische Analyse des DNA- Index und der Zellzyklusverteilung ergaben 
Ploidie- Eigenschaften, die für jede Sublinie charakteristisch ist. Die zwei besser 
differenzierten Sublinien H und HI beinhalten eine peridiploide Population mit einem DNA- 
Index von 1,07 und eine höher aneuploide Fraktion mit einem übereinstimmenden DNA- 
Index von 1,8. Zumindest für den H-Tumor wurden bereits ähnliche Eigenschaften publiziert 
[170]. Der anaplastische AT1-Tumor besitzt eine vergleichbare nahezu tetraploide 
Subpopulation mit einem DNA- Index von 1,8, allerdings fehlen weitere aneuploide 
Populationen. Diese Ergebnisse bestätigen frühere Studien [171] und sind außerdem in 
Einklang mit chromosomalen Analysen des AT1, in denen eine durchschnittliche 
Chromosomenanzahl von 84 (variiert von 77-85) gefunden wurde [172]. Zusätzlich bleibt zu 
beachten, dass von den drei untersuchten Sublinien nur der AT1 als Zelllinie in vitro etabliert 
ist und nachfolgendes Passagieren der Zellen in vitro zu einem Verlust der aneuploiden 
Zellen führte [170]. 
Die in dieser Arbeit ermittelten Daten bestätigen frühere Resultate, die zeigten, dass 
chromosomale Veränderungen mit Dedifferenzierung von Tumorzellen und schnellerem 
Tumorwachstum sowie verstärkter Metastasierungsneigung assoziiert sind [173]. Durch die 
sehr schnelle Wachstumsrate des AT1 entsteht eine Volumen- abhängige chronische 
Hypoxie im Zentralbereich des Tumors aufgrund von fehlenden reifen Gefäßen [174]. Es gibt 
bereits Nachweise, dass eine niedrige Sauerstoffversorgung die treibende Kraft für 
genomische Aberrationen, Genamplifikation sowie Polyploidie und genomische Instabilität in 
soliden Tumoren ist [175]. Besonders unter chronisch hypoxischen Bedingungen entstehen 
neue genetische Varianten, die unter sonst letalen Konditionen überleben können. Dies 
repräsentiert einen möglichen Mechanismus für charakteristische Änderungen, die mit 
Tumorprogression in Prostatatumoren assoziiert ist [176]. Um die verschiedenen 
Subpopulationen in den drei Sublinien näher zu charakterisieren, wurde untersucht, ob 
Oberflächenmarker zu diesem Zweck eingesetzt werden können. Das spätere Ziel dieser 
Arbeiten war die Identifizierung von Tumor-initiierenden Zellen. Es wurden die Marker CD24, 
CD44, CD133 und CD326 (EpCam) benutzt [164,165,177-181]. Um keine Membran-
strukturen zu zerstören, wurden die Zellaufarbeitungsschritte komplett ohne enzymatische 
Verdauungs- und Zentrifugationsschritte durchgeführt. Die drei Sublinien enthielten 
heterogene Subpopulationen, die sich in ihrer Proliferationsrate und der Expression der 
Oberflächenmarker unterschieden. 
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Zusätzlich wurde noch eine Doppelfärbung der Marker angeschlossen. Wenn man die 
doppelt negativen Zellen ausschließt, erhält man 12 mögliche Kombinationen der vier 
Marker. Für jede dieser Kombinationen konnten positive Zellen in muriner Prostata und in 
den drei Tumorsublinien detektiert werden. In allen Fällen korrelierte die erhöhte Menge an 
positiven Zellen mit einer Dedifferenzierung und einer Zunahme an Aneuploidie. Zusätzlich 
zeigte sich, dass die positiven Zellen hauptsächlich aus der G0/1-Phase der aneuploiden 
Subpopulation stammten. 
Parallel hierzu wurde die zelluläre Lokalisation der Oberflächenmarker unter Verwendung 





Neben der Identifizierung von individuellen Tumorsubpopulationen mittels Oberflächen-
marker wurde auch die in vitro Etablierung der drei Sublinien verfolgt. Da mittlerweile Ratten-
 spezifische CD24 und CD45 Antikörper kommerziell erhältlich waren, wurde für die weitere 
TIC- Charakterisierung und Zellkulturetablierung auf diese Antikörper zurückgegriffen. 
Die größte Limitation bei der in vitro Kultivierung einer primären Prostatakrebszelllinie ist zum 
Einen das starke Wachstum des normalen Prostatagewebes, bestehend aus epithelialen und 
mesenchymalen Zellen im Vergleich zu den primären TICs und zum Anderen die wirklichen 
TICs zu isolieren und nicht die differenzierteren Vorläuferzellen mit begrenztem Selbst-
erneuerungspotenzial [68,120]. 
Die meisten Studien untersuchten deshalb bereits etablierte Krebszelllinien, die aber nicht 
aus primären PCa isoliert wurden und deren Langzeitkultur womöglich genetische 
Veränderungen und andere Oberflächenmarkerprofile induzierten. 
Im Verlauf der Arbeit ist es gelungen durch CD24 MACS - Anreicherung AT1-, H- und HI-
Zelllinien zu etablieren. Die Morphologie der drei Zelllinien unterscheidet sich deutlich 
voneinander. Die AT1- Zelllinie weist eine typisch epitheliale Morphologie auf, während die 
HI- Zelllinie aus wesentlich kleineren kubischen Zellen besteht, die einen ausgedehnten 
Zellverband eingehen. Im Gegensatz hierzu sind die Zellen der H- Zelllinie extrem groß und 
flächig mit wenig kontrastarmem Zytoplasma.  
Durch erneute FACS- Messungen nach 4-wöchiger in vitro Passage, bestätigte sich der 
weiterhin hohe Anteil an CD24+ - Zellen, der vergleichbar zum Zeitpunkt der erstmaligen 
Inkulturnahme war. Daraus lässt sich schließen, dass zumindest in dieser Kurzzeitkultur 
keine Veränderungen dieses Oberflächenmarkerprofils eintraten. Beachtenswert war, dass 
nach der MACS - Anreicherung und in den etablierten Zelllinien, jeweils die Menge an 
CD24+ - Zellen mit dem Differenzierungsgrad zunahm (AT1 < HI < H). Dies ist konträr zu den 
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aus der Vorstudie gefundenen Ergebnissen [100]. Möglicherweise beruht der Unterschied 
auf der Tatsache, dass für die Vorstudie ausschließlich humane kreuzreaktive Antikörper 
benutzt wurden, wohingegen für die Zellkulturetablierung kommerziell- getestete Ratten- 
spezifische Antikörper eingesetzt werden konnten. Deshalb sind die Ergebnisse der 
Zellkulturetablierung und Anreicherung der TICs sowie den LDAs im Zweifelsfall 




Die etablierten Zellkulturen wurden auf ihre in vivo Tumorinduktionsfähigkeit untersucht. Die 
Beobachtungszeit läuft derzeit noch und liegt zwischen 100 und 190 Tagen. Leider sind 
bisher keine Tumore angewachsen, so dass die Tumorinduzierbarkeit dieser Zelllinien 
momentan bezweifelt werden muss. Die Injektionen erfolgten subkutan mit Matrigel und 
sollten möglicherweise besser orthotop in die murine Prostata erfolgen [96]. Allerdings sind 
die Ursprungssublinien bisher auch subkutan problemlos gewachsen. Es ist jedoch möglich, 
dass die Einzelzellen für ihre Etablierung auf eine intakte Prostataumgebung angewiesen 
sind [72]. 
Um die TICs in den Sublinien AT1, HI und H zu identifizieren wurden CD45- / Thy1- - Zellen 
sowie CD24+/CD45- - Zellen mittels FACS sortiert und verschiedene Zellzahlen subkutan in 
den Oberschenkel von Ratten injiziert. Nach CD45- / Thy1- - Injektion ist in keinem Fall ein 
Tumor entstanden (maximal 500.000 injizierte Zellen, 300 Tage Beobachtungszeit), so dass 
diese Subpopulation keine Tumor- induzierenden Eigenschaften hat. Im Gegensatz dazu 
waren CD24+/CD45- - Zellen in der Lage Tumore zu induzieren. Für die AT1- und die H-
Sublinien befinden sich diese CD24+/CD45- - LDAs noch in der Nachbeobachtungszeit bei 
145 bzw. 180 Tagen. 
Da die Ausgangszellzahl an CD24+ - Zellen im AT1-Tumor äußerst gering war (0,5%), 
konnten lediglich bis zu 1.000 Zellen injiziert werden. Bis zum jetzigen Zeitpunkt konnte 
keine Tumorinduktion nachgewiesen werden. Aufgrund der geringen Zellzahl könnte ein 
späteres Anwachsen von Tumoren vermutet werden, allerdings ist es wahrscheinlicher das 
CD24+ - Zellen im AT1-Tumor keine TIC- Subpopulation darstellen. Dagegen konnte in den 
anderen beiden langsam wachsenden Sublinien H und HI jeweils bei gleich niedrigen 
Zellzahlen zu vergleichbaren Zeitpunkten Tumorwachstum detektiert werden. 
Nach 180 Tagen Beobachtungszeit konnten aus CD24+/CD45- - Zellen der H-Sublinie sechs 
Tumore generiert werden. Hier lag die kleinste erfolgreich eingesetzte Zellzahl bei 
100 Zellen. Inzwischen sind palpierbare Tumore vorhanden, die aber ein für den H-Tumor 
charakteristisches sehr langsames Wachstum zeigen, so dass bisher noch keine 
histologische Untersuchung durchgeführt werden konnte. Für eine genaue Bestimmung der 
Tumorinduktionsraten muss die angestrebte Beobachtungszeit von 300 Tagen abgewartet 
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werden. Allerdings ist bereits zum jetzigen Zeitpunkt feststellbar, dass CD24+/CD45- - Zellen 
des H-Tumors offensichtlich Tumore induzieren können. Der Nachweis, dass es sich dabei 
histologisch um den Donor H-Tumor handelt, steht aber noch aus. 
Am erfolgreichsten hat der LDA für die HI-Sublinie funktioniert. Die längste Nachbeo-
bachtungszeit betrug 297 Tage, wobei der späteste Tumor an Tag 110 palpierbar war. 
Lediglich eine Verdünnung auf 10 Zellen pro Injektion war nicht in der Lage einen Tumor zu 
induzieren, wobei bei solch geringen Zellzahlen nicht ausgeschlossen werden kann, dass 
eine geringere Zellzahl injiziert wurde. 100 CD24+/CD45- - Zellen des HI-Tumors waren mit 
einer Wahrscheinlichkeit von 37,5% in der Lage Tumore zu induzieren. Diese 
Tumorinduktionsrate steigerte sich zunehmend und erreichte bei 100.000 Zellen 100%. 
Abgesehen von einer leicht verkürzten Tumorindunktionszeit für 200.000 injizierte Zellen, 
schien sie, unabhängig von der applizierten Zellzahl, um 80 Tage zu schwanken. Dabei war 
die Variabilität zwischen den Tieren größer als zwischen den Zellzahlen (102 - 105). 
Schlussfolgernd zeigen diese Ergebnisse, dass CD24+/CD45- - Zellen des HI-Tumors hoch 
potente TICs enthalten, da bereits 100 Zellen ausreichen, um einen schnell wachsenden HI-
Tumor zu generieren, der auch histologisch dem Donor HI-Tumor vor Sortierung entspricht. 
Die aus der Sortierung hervorgegangen in vivo HI-Tumoren zeigten alle typischen Strukturen 
des Donor- HI mit seinen cribriformen Zellen, den stromalen Bereichen und Gefäßen sowie 
die muzinösen Drüsenstrukturen. Es konnte auch bereits eine erfolgreiche Retransplantation 
eines solchen Tumors mittels Fragmenten (Methode der Transplantation für die 
Bestrahlungsexperimente, siehe 2.3) durchgeführt werden. 
Eine erneute FACS- Untersuchung von in vivo gewachsenen HI-Tumoren nach CD24+/ 
CD45- - Sortierung zeigte einen weiterhin hohen Gehalt an CD24+ - Zellen (80%, vergleichbar 
zum Zeitpunkt der Zellinjektion) und einen von 0 auf 12% angestiegenen CD45+- Gehalt. 
Diese CD45+ - Zellen stellen wahrscheinlich ein immunogenes Infiltrat und eingewanderte 
Fibroblasten dar [182], so dass in der in vivo Situation immer mit einem gewissen Anteil an 
CD45+- Zellen gerechnet werden muss. 
Die Injektion von CD24-/CD45- - sortierten Zellen führte bei H und HI-Tumoren zu keiner 
Tumorinduktion, allerdings war bei der AT1- Zelllinie (die aus CD24-/CD45- - sortierten Zellen 
etabliert wurde) bei hohen Zellzahlen (450.000) Tumorwachstum detektierbar. Dies ist ein 
weiterer Hinweis, dass die TICs in H und HI-Tumoren in der CD24+ - Subpopulation, die des 
AT1-Tumors aber in der CD24- - Subpopulation zu suchen sind. Zusätzlich ist dies ein 
Beweis dafür, dass auch Einzelzellsuspensionen des AT1 Tumore bilden können, so dass 
ein methodischer Fehler, der zum nicht- Anwachsen der AT1- Zellen führt, ausgeschlossen 
werden kann. 
Für die Bestätigung dieser Ergebnisse sind zukünftig LDAs mit unsortierten Gesamttumoren 
geplant, um die intrinsische Tumorinduktionsrate der drei Tumorsublinien zu bestimmen. 
Zusätzlich ist die vorherige MACS- Anreicherung und anschließende CD24+/CD45- - 
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Sortierung des AT1-Tumors geplant, um höhere Zellzahlen für die Injektion zu erreichen. 
Zukünftig sollen diese Vorarbeiten dafür genutzt werden, HI-Tumore in vivo zu bestrahlen, 
um anschließend den Einfluss der zwei Strahlqualitäten auf TICs über LDA zu quantifizieren. 
 
 
4.6 Der Einfluss von Bestrahlung auf die CD24- Expression in HI-
Tumoren 
TICs spielen eine wesentliche Rolle bei der Entwicklung von Radioresistenzen [69,96], weil 
z.B. eine Aktivierung der DNA- Checkpoints oder eine erhöhte Vaskularisierung durch die 
vermehrte VEGF-Expression stattfindet [69]. 
Da wir CD24+/CD45- - Zellen des HI-Tumors als putative TICs identifiziert haben, wurde in 
einem ersten Schritt der Einfluss der Photonen- und 12C- RT innerhalb der Longitudinalstudie 
histologisch untersucht.  
In der mikroskopischen Analyse haben unbehandelte HI-Tumore etwa 10% CD24+ - Zellen, 
dies liegt deutlich unter den FACS- Messungen. Dies liegt zum Einen an den 
unterschiedlichen Präparationsmethoden für FACS und Mikroskopie und zum Anderen an 
der Auswertung der Mikroskopiebilder. Für die Analyse wurde die Anzahl positiver Zellen pro 
Gesamtbildfläche berechnet. Besonders im HI-Tumor, mit seinen vielen drüsigen Strukturen, 
ergeben sich pro Bildfläche immer wieder große zellfreie Bereiche, so dass hier leicht eine 
Unterschätzung der Zahl an CD24+ - Zellen möglich ist. Da ein Vergleich zwischen Photonen- 
und 12C- RT aber nur innerhalb dieser Methode stattfindet, kann dieser systematische Fehler 
vernachlässigt werden. Die mikroskopische Analyse konnte die Lokalisation des 
Oberflächenmarkers hauptsächlich auf der Zelloberfläche und nicht im Nukleus bestätigen. 
Interessanterweise war der zeitliche Verlauf der CD24- Expression nach Photonen- und 12C- 
RT deutlich unterschiedlich. 8 h nach Photonen- RT war die Anzahl an CD24+ - Zellen auf 
3% reduziert, dagegen in 12C- RT behandelten Tumoren auf über 35% stark erhöht. An-
schließend erhöhten sich die Mengen für Photonen- bzw. reduzierten sich für 12C- RT, so 
dass sich zwischen 18 h und 7 Tage ein einheitliches Muster für beide Bestrahlungen ergab 
(20-25% positive Zellen). Insgesamt nimmt die CD24- Expression nach dem initialen Anstieg 
nach Bestrahlung ab. Ab 14 Tagen war eine deutlich schnellere Abnahme für 12C- im 
Vergleich zu Photonen- RT zu beobachten. Für Photonen- RT stabilisierte sich die CD24-
 Menge auf Kontrollniveau, für 12C- RT deutlich unterhalb. 
Diese Beobachtung führt zur Hypothese einer unterschiedlichen Beeinflussung von TICs 
durch Photonen- und 12C- RT. Zumindest konnte gezeigt werden, dass die CD24+ - Expres-
sion zeitlich und auch in der absoluten Anzahl an positiven Zellen nach beiden 
Strahlmodalitäten stark variierte. Ob dies auch einen Einfluss auf die Tumor- induzierenden 
Eigenschaften hat, soll in zukünftigen Experimenten untersucht werden. Damit ist die 
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Analyse der CD24- Expression ein erster Anhaltspunkt für einen differenziellen Effekt auf 
TICs nach Photonen- und Kohlenstoffionenbestrahlung. 
Masunaga et al. [183,184] zeigten bereits in vivo, dass 12C- RT effektiver ruhende Zellen 
abtötet als konventionelle Photonen- RT. Da Stammzellen auch zu den ruhenden Zellen 
gerechnet werden, scheint dies ein weiterer Hinweis auf einen differenziellen Effekt zwischen 
Photonen- und 12C- RT auf Stammzellen zu sein. 
In vitro Studien wiesen bereits nach, dass Photonen- RT in der Lage ist CD44+ CSCs in 
Du145 und LNCaP zu inaktivieren, diese Zellen hatten aber ein besseres Langzeitüberleben 
und höhere Wiederanwachsraten als die Gesamttumorpopulation [185]. Außerdem konnte 
gezeigt werden, dass Photonen- RT Stammzell- Eigenschaften wie z.B. Sphärenbildungs-
kapazität oder Sox2- und Oct3/4- Expression in nicht- Stammzellpopulationen erhöhen 
[186,187]. Diese Ergebnisse wären womöglich eine Erklärung für das beobachtete starke 
Ansteigen der CD24- Expression direkt nach RT. Ob diese in vitro Ergebnisse auf die in vivo 






Die vorliegende Arbeit leistet einen wichtigen Beitrag zur Erweiterung der präklinischen 
Datenbasis zur Strahlentoleranz von Tumoren mit bekanntem Differenzierungsstatus in der 
Kohlenstoffionentherapie. Diese Datenbasis wird in der Zukunft durch weitere Fraktio-
nierungsschemata (z.B. 6 Fx) sowie durch Untersuchungen an Normalgeweben ergänzt. Die 
in dieser Arbeit erarbeiteten Daten sollen tiefgreifender analysiert werden und direkt in Form 
von RBW und α/β- Werten in die Bestrahlungsplanung von klinischen Studien einfließen. 
Die mechanistischen Untersuchungen zur spezifischen Wirkung von Kohlenstoffionen 
müssen weiter vertieft werden. Deshalb sollen die funktionellen und nicht- invasiven MRT- 
und Ultraschalluntersuchungen mit isoeffektiven und gleichen physikalischen Dosen für alle 
drei Sublinien des Prostatatumors (AT1, H und HI) nach Photonen- und 12C- RT, unterstützt 
durch histologische Untersuchungen, vergleichend durchgeführt werden. Die quantitative 
Analyse der MRT- Daten soll dabei durch eine Auswertung mit einem verbesserten 
pharmakokinetischen Modell eine stärkere Aussagekraft erhalten. 
Durch die Erweiterung der Genexpressionsanalysen auf die Sublinien AT1, H und HI können 
generelle Mechanismen der Regulation der Genexpression nach 12C- RT entziffert und für 
weiterführende molekularbiologische Untersuchungen eingesetzt werden. 
Zukünftige Arbeiten sollen auf die direkte Untersuchung der Strahlenreaktion von Tumor- 
induzierenden Zellen (TICs) fokussiert sein, da eine verbesserte Inaktivierung von TICs 
durch 12C- RT im Vergleich zu Photonenbestrahlung angenommen wird. Dafür ist eine 
weiterführende Charakterisierung der TICs in den verschiedenen Sublinien erforderlich. 
Beispielsweise sollen in vivo Tumore der HI- Sublinie mit unterschiedlichen Photonen- und 
12C- Dosen bestrahlt werden und anschließend zu einem definierten Zeitpunkt nach RT (z.B. 
nach 14 Tagen), die bereits identifizierten CD24+/CD45- - TICs mit der FACS sortiert und ihre 
Tumor- induzierende Eigenschaft nach RT mittels LDA nachgewiesen werden. Mit einer 
solchen Dosis- abhängigen Quantifizierung der TICs könnten DWKs auf der Basis von 
Tumorstammzellen erstellt werden, so dass die möglichen Unterschiede in der 
Strahlempfindlichkeit von TICs gegenüber 12C- und Photonen-RT sichtbar gemacht werden 
können. 
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Tab. 16: Übersicht über die Gene aus der Genexpressionsanalyse und deren Funktion. 
Aufgelistet sind Gene, die im HI-Tumor überexprimiert (rot) oder herunterreguliert (grün) werden sowie 
einer differenziellen Regulation nach 12C- gegenüber  Photonen- RT unterliegen (fett). ? Funktion 
nicht eindeutig geklärt, ↑ Erhöhung, ↓ Erniedrigung 
Gen Genfunktion 
Abca 2 Regulator der Cholesterol- und Phopholipidsynthese [188] 
Acat 2 Cholesterolmetabolismus [189] 
Ada Adenosin Deaminase [154] 
Adam 10 Zelladhäsion [190] 
Agtr1a Angiotensin II Rezeptor [191] 
Alas 2 Hämbiosynthese [132] 
Alpha-tubulin 8 Mikrotubulibestandteil [192] 
Arc Zellmigration ↑, Aktinfilamentpolymerisation [193,194] 
Arvcf Protein- Protein Interaktion [195,196] 
Ataxin 1 Reprimiert Notch Signalweg [197] 
Atp1a2 Natrium- Kalium- Pumpe, ATPase [133] 
Atp6v1d V-Typ Protonen- ATPase [198] 
Aurkb Mitoseregulator, wenn inhibiert, dann Radiosensitivität in PCa [199] 
B4galt1 Oligossacharidsynthese, erhöht Invasivität [200] 
Bbc 3 PUMA, Apoptoseregulator [147] 
Birc 5 Survivin, Apoptoseinhibitor, Proliferation ↑, Invasion ↑ [201] 
Btg 2 Korepressor für Androgenrezeptortranskription, ↓ EMT ↑ [145,202] 
Bub 1 Mitose ↑, Spindelcheckpoint [203,204] 
C1galt1 c1 Chaperon für T-Antigen, Immunsystemkomponente [205] 
C2ta Reguliert MHC II Transkription [125] 
Calponin-2 Aktivität ↑ in Aktin-reichen Geweben [206,207] 
Card 11 T-Zellaktivierung über TCR, NFκB- Aktivierung [127] 
Casp 1 Immunsystem, Interleukinausschüttung [208] 
Casp 3 Immunsystem, aktiviert Caspase 6, 7, 9 [141] 
Ccng 1 G2/M- Arrest vor DNA- Reparatur [209] 
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Cd 109 Reguliert TGFβ1R ↓, Marker für Prostatabasalzellen [146,210] 
Cdc 20 Anaphase Promoting Complex, Bub1- Interaktion, Prognose ↓ [211] 
Cdca 2 Zellzyklus ↑, Apoptose ↓ [212] 
Cdh 17 Cadherin 17, Zelladhäsion [129] 
Cdk 5 Zellzyklusarrest, Differenzierung, Apoptose, STAT- Aktivierung [213] 
Cdkn1a P21, p53- Interaktion, Zellzyklusarrest, DNA- Reparatur [214] 
Cenpf Centromerprotein F, Zellzyklusprogression [215] 
Ces 2 Detoxifizierung, über p53 reguliert [216] 
Cgref 1 Von p53 induziert, Zell- Zell- Interaktion [151] 
Cks 2 Cyclin-abhängige Kinase, Krebsprogression ↑ [217] 
Cnih 2 Zell- Zell- Interaktion [218] 
Col23a1 Kollagen, Zell- Zell- Interaktion, Metastassen ↑, Rezidive ↑ [219] 
Copb1 Golgitransport [220] 
Copg Golgitransport [221] 
Cox6b2 Cytochrom c Oxidase, Elektronentransportkette [222] 
Ctps Purinstoffwechsel, Phosphatidylcholin-Biosynthese [223,224] 
Dgat 2 Fettsäuresynthese [225] 
Dhfr Dihydrofolatreduktase, Purinbiosynthese [226] 
Disc large protein P-dlg Zell- Zellkontakt [227] 
Dmd Dystrophin, Zellkontakt über F-Aktin [228] 
Dnah8 Dyneinfilament [229] 
Dnase 1/3 Blockiert Aktinpolymerisation, Apoptose ↑ [130] 
Dnmt 1 Methyliert hemimethylierte DNA [230] 
DOT1L H3- Methyltransferase, DNA- Reparatur [231] 
E2f8 Transkriptionsfaktor, in Angiogenese invloviert [232] 
Ect 2 Austauschfaktor für Rho- GTPasen, Zellzyklus ↑ [233] 
Enpep Aminopeptidase A, Angiogenese, Metastasierung [136] 
Enpp2 Autotaxin, erhöht Tumorzellmotilität [234] 
Epas 1 HIF2α, Transkriptionsfaktor VEGF ↑ [235] 
Ephx1 Epoxidhydrolase, Cholesterolbiosynthese, Differenzierung [152] 
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Fdps Farnesylpyrophosphatsynthase, Metabolismus [236] 
Fgd 1 Rho- GTPase Faktor, extrazelluläre Matrix Reorganisation [237] 
Foxm 1 Transkriptionsfaktor, Zellzyklus ↑, PCa- Progression [238] 
Fscn 2 Aktinbindung, Invasion ↑, Metastasierung ↑ [153] 
Fzd 9 Wnt- Signalweg Rezeptor, Zelladhäsion [239] 
Gabrp GABA-Rezeptor, Marker für gestreuten Brustkrebs [240] 
Gdf 15 Zytokin der TGFβ- Familie [155] 
Gip Stimuliert Insulinsekretion [241] 
Gpld 1 Hydrolisiert GPI-Anker, Zellmigration [242] 
Gria 3 Glutamatrezeptor, Blockierung inhibiert PCa- Wachstum [243] 
Hbb Hämoglobin β- Untereinheit; O2- Versorgung [131] 
Hebp 1 Häm- bindendes Protein [244] 
Hes 6 Transkriptionsfaktor, Zelldifferenzierung, Proliferation ↑ [245] 
Hmgb 2 Knockdown macht Zellen radiosensitiver [246] 
Hspa 2 Chaperon, Tumorüberleben ↑, Proliferation ↑ [247] 
Ica 1 ER- Golgi- Transport [248] 
Icam 1 Zelladhäsion, Migration ↑ [157] 
Igf1r Insulin- like growth  factor 1 Rezeptor , PI3K- Signalweg [249] 
Impdh 1 Guaninbiosynthese, Tumorwachstum? [250] 
Ipo7 Importin (Nukleärer Import), negativ reguliert von p53 [251] 
Itgav Integrin, Rezeptor für Fibronektin, MMP-2…, Angiogenese ↑ [252] 
Kcnk 4 Kaliumkanal [253] 
Kif 22 Spindelformierung, Mitose [254] 
Kif 4 Kernspindelapparat, Tumorbildung bei Knockdown [255] 
Kif 19a Spindelformierung, Mitose [256] 
Kifc 1 Motorprotein Kernspindelapparat [257] 
Kindlin 1 Zelladhäsion, aktiviert Integrine [258] 
Kitl Proliferation, Stammzellerhaltung, Metastasierung ↑ [259] 
Kntc 2 Kernspindelapparat, Zellzyklus [260] 
Kpna 2 Nukleärer Protein Import, als Biomarker im Gespräch [261] 
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Krt 20 Intermediärfilament, Struktur von Epithel, rar in PCa [262] 
Krt 7 Intermediärfilament [263] 
Lcn 7 Zelladhäsion, Angiogenese [264] 
Lig 4 DNA- Ligase , NHEJ [150] 
Limk 2 Kinase in Zellzyklus, Migration, regulieren Rho-GTPase [265] 
Liprin beta 2 Zelladhäsion, runter reguliert von Adrogenen [266] 
Map3k6 Signaltransduktion, aktiviert JNK, VEGF ↑, Angiogenese ↑ [140] 
Mapk8ip Signaltransduktion, inhibiert JNK [267] 
Mcpt 1 Mastzellprotease, Degradierung extrazellulärer Matirx [268] 
Mcpt 2 Mastzellprotease, Angiogenese, Mastzellreifung [269] 
Mcpt 8 Mastzellprotease, Angiogenese, Mastzellreifung [269] 
Mdh 1 Zitratzyklus, Glukoneogenese [270] 
Melk Zellzyklusregulation, Apoptose, maligne PCa ↑ [271] 
Mgst 3 Gluthation- S- Transferase, Funktion nicht näher bekannt [272] 
MHC class II Immunantwort [124] 
Mki 67 Zellproliferation [273] 
Mmp 11 Tumorprogression, Invasion [137] 
Mphosph 1 Motorprotein, Kernspindelapparat [274] 
Mtap 6 Mikrotubulistabilisierung, Spindelapparat [275] 
Mtss 1 Metastasierung, Aktin Reorganisation [276] 
Mug 1 Komplementfaktor, Immunsystem [277] 
Mxd 3 Antagonist zu Myc, genaue Funktion unklar [278] 
Myoc Leucin-Zipper, Ursache für Glaucom [279] 
Nat 1 Detoxifikation, Hochregulation führt zu ↑ Krebsüberleben [280] 
Neto 2 Extravasation, Metastasierung, VEGF- Signalweg [281] 
Nkrp1f Aktiviert NK- Zellen, regt Proliferation von T- Zellen an [128] 
Nnt ROS Detoxifikation, Glukosemetabolismus, Zitratsäurezyklus [282] 
Nrg 1 Differenzierung von Epithel und Neuronen [283] 
Ns5atp9 PCNA- assoziierter Faktor, Proliferation, DNA- Reparatur [284] 
Olfm 1 Mit Gria3 assoziiert, Glutamatrezeptor [285] 
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Pacs 1 Trans- Golgi- Netzwerk, Homöostase, Apoptose [286] 
Panx 1 Gap Junctions, Aktin Reorganisation [287] 
Pcdh 9 Zelladhäsion, Protocadherin 9 [288] 
Pcna DNA- Replikation ↑, DNA- Reparatur (DDR) [289] 
Pcyt 2 Phospholipid- Biosynthese [143] 
Pdlim 2 Zelladhäsion, Migration [290] 
PERP P53- Effektorgen [291] 
Pi5k U.a. in Degradation von extrazellulärer Matrix involviert [292] 
Pias 3 Ubiquitinligase, inhibiert STAT3 Signalweg, Apoptose ↑ [149] 
Pitpnm 3 Phosphatidylcholin- Transporter, Metastasierung? [293] 
Plat Spaltet Plasminogen in Plasmin, Invasion ↑ [294] 
Plk 1 APC-Komplex, Zellzyklus ↑, phosphoryliert Kif 20, Bub 1, FOXM1; hochreguliert in Hormon-unabhängigen PCa [295] 
Pmm 1 Mannose- Biosynthese, Krebs-Assoziation unbekannt [296] 
Prim 1 DNA Primase, DNA- Replikation [297] 
Prkcz PI3K- Signalweg, aktiviert AKT, Zellmotilität ↑ [298] 
Proc Serinprotease in Blutkoagulation, nicht Krebs-assoziiert [299] 
Ptgs 1 Prostaglandin- Synthase, Proliferation, PCa- Progression [135] 
Ptk 2 Migration, Adhäsion, Proliferation, Apoptose, PI3K/AKT ↑ [300] 
Ptpn 14 Lymphangiogenese, Zelladhäsion, reguliert TGFβ [301] 
Pttg 1 P53- Signalweg, Apoptose, DNA- Reparatur ↑ [302] 
Racgap 1 Rho-GTPase, Zellwachstum, Differenzierung [303] 
Ruvbl 1 Apoptose, DNA- Reparatur, DNA- Helikase [304] 
SCAF 11 Alternatives Splicing, Zelltod [305] 
Scin Aktinfilament- Stabilisierung, Zytoskelett- Organisation [306] 
Sdad1 Aktin Zytoskelett- Organisation Ribosomenbiosynthese [307] 
Sdfr 1 Zelladhäsion [308] 
Set beta isoform Multitasking u.a. anti- apoptotisch [309] 
Shmt 1 Serin- und Glycinbiosynthese, Proliferation? [310] 
Slc16a11 Glukose- Transporter [311] 
Slc22a18 Tumorsuppressor- Gen [312] 
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Slc5a6 Natrium-, Biotin- und Lipoat- Transport [313] 
Smarcd 3 Aktiviert EMT über Wnt- Signalweg [144] 
SOLT Centrosomen, Mitose [314] 
Spag 5 Mikrotubuli-Kinetochor-Assoziation [315] 
Spbc 24 Stabilsierendes Kinetochorprotein [316] 
Src Multitasking, Adhäsion, STAT3- Signalweg, EGFR ↑ [317] 
Srd5a1 Umwandlung von Testosteron in 5-α-Dihydrotestosteron [318] 
Ssb Stabilisiert prä-miRNA [319] 
Stmn 1 Proliferation ↑, Metastasierung ↑, Migration ↑, EMT [320] 
Sumf 1 Metabolismus [321] 
Tacr 2 Aktiviert PI Ca2+ second messenger System [322] 
T-DSP 11 Dephosphoryliert v.a. ERK1/2 [323] 
Tef-4 Proliferation ↓, Apoptose ↑ [324] 
Tff 3 Fördert Migration epithelialer Zellen [325] 
Tgfbr 1 TGFβ1- Rezeptor, Zellzyklusarrest [326] 
Tiam 1 Zelladhäsion, Migration über Rho-GTP [327] 
TNF receptor homolog 1 Inhibiert TRAIL- gekoppelte Apoptose [328] 
Tnfrsf 14 CD270, Lymphozyten- Aktivierung [126] 
Tnfrsf 6 CD95, Rezeptor für Fas-Ligand, Caspase 8 Aktivierung [329] 
Top2a PCa Proliferation ↑, Topoisomerase II, Doppelstrangbrüche [330] 
Tpm 1 Bindet Aktin, Zytoskelett- Stabilisierung, Target von miR-21 [331] 
Tpx 2 Spindelfaserbindung, Proliferation ↑, phosphoryliert Aurora-A [332] 
Tropomyosin alpha Aktinfilament Reorganisation, Zytoskelett- Stabilisierung [333] 
Trp53inp1 Apoptose ↑, Proliferation ↓, bei ROS p53- Regulation [148] 
Ttk Proteinkinase, Mitose, verstärkt AURKB Aktivität [334] 
Ube 2c Anaphase Promoting Complex, Ubiquitinligase [335] 
Ube1dc1 Ubiquitin-aktivierendes Enzym, aktiviert UFM1 und SUMO2 [336] 
Wfdc 2 HE4; Breitband- Proteaseinhibitor [134,337] 
Wig 1 p53-Zielgen, wachstumsinhibitorisches Zinkfingerprotein [338] 
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